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RESUMO 
 
REDES DE REGULAÇÃO GÊNICA PARA IDENTIFICAR 
ADAPTAÇÕES DE DUAS RAÇAS DE Spodoptera frugiperda A 
DIFERENTES DIETAS 
 
 
Palavras-chave: Redes de Regulação Gênica, Spodoptera frugiperda, interações inseto-planta. 
 
Spodoptera frudiperda (JE Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) é uma praga de grande importância 
agrícola. Isso acontece, principalmente, devido a ser um inseto polífago. Utiliza como fonte de 
alimento algumas culturas de grande relevância para a indústria como milho, arroz e algodão. 
Essa espécie é dividida em duas raças que não se distinguem morfologicamente. Porém 
apresentam padrões de comportamento, preferência alimentar e desenvolvimento distintos 
quando alimentadas em diferentes hospedeiros. Insetos e plantas têm tido um longo processo 
de interações e coevolução que afetam organismos em níveis desde bioquímica básica até 
genética de populações. Suas defesas têm sido articuladas no tempo e espaço por redes 
regulatórias altamente complexas que são moduladas através de outras vias de sinalização. 
Essas respostas integradas levam a um padrão de expressão gênica característico que resulta em 
alterações em cada organismo. Herbívoros dependem das proteases digestivas para degradar 
proteínas em peptídeos e aminoácidos essenciais para a biossíntese de suas proteínas funcionais 
e estruturais. Inibidores de proteases produzidos pela planta são sua principal defesa contra 
herbivoria. Insetos podem contornar esses efeitos deletérios. Um dos maiores objetivos da 
biologia de sistemas tem sido integrar informações de diversos bancos de dados e modelá-los 
através de técnicas de matemática e estatística para entender e predizer o comportamento de 
células e organismos sob determinadas condições. Este trabalho objetivou inferir redes de 
regulação de genes responsáveis pela diferenciação dos padrões de expressão gênica nos 
processos de digestão de duas raças, arroz e milho, de S. frugiperda. Para isso, foram utilizadas 
estratégias de obtenção de redes incluindo redes de coexpressão, redes de coexpressão 
ponderada e redes bayesianas. Além disso, a expressão desses genes foi relacionada com 
caracteres fenotípicos. Foi possível obter uma visão geral das relações entre os genes dos 
transcriptoma das raças milho e arroz de S. frugiperda quando alimentadas por cinco tipos de 
dieta, sendo elas dieta artificial, milho, arroz, algodão e algodão rico em gossipol. A rede de 
coexpressão total do transcriptoma apresentou um padrão característico de redes biológicas. 
Isso permitiu estudar o comportamento da rede aplicando propriedades já descritas para esse 
  
 
tipo de rede. Foram identificados genes com alto número de ligações que podem ter papel-chave 
na regulação da expressão gênica em diferentes plantas-hospedeiras. A rede ficou dividida em 
duas porções. Uma dessas porções é mais robusta e apresenta genes de resposta mais lenta. 
Pode-se sugerir que são genes de housekeeping. Genes diferencialmente expressos ficaram 
agrupados numa mesma região da rede. A rede foi dividida em aglomerados de genes mais 
correlacionados. Foram identificados genes que têm relação direta com peptidases e suas 
funções. Trinta e dois genes exclusivos da raça milho e quatro da raça arroz estão ligados 
diretamente às peptidases. Peptidases da mesma classe ficaram próximas na rede. As peptidases 
fazem um grande número de ligações. Foi mostrado como é o comportamento da expressão 
gênica da rede das peptidases em cada raça sob cada dieta. A rede de coexpressão ponderada 
permitiu observar como grupos de genes mais relacionados podem influenciar as características 
fenotípicas. As redes bayesianas permitiram relacionar como cada uma das variáveis 
fenotípicas e dietas se relacionam com genes específicos. Houve diferença dos padrões de 
expressão gênica nas redes bayesianas com relação a raça e dieta. Assim, foram identificados 
genes mais expressos em cada raça, dieta e o comportamento deles na rede. 
  
  
 
ABSTRACT 
 
GENE REGULATORY NETWORKS TO IDENTIFY 
ADAPTATIONS IN TWO STRAINS OF Spodoptera frugiperda 
TO DIFFERENT DIETS 
 
 
Keywords: Gene Regulatory Networks, Spodoptera frugiperda, insect-plant interactions. 
 
Spodoptera frudiperda (JE Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) is a pest of great agricultural 
importance. This happens mainly because it is a polyphagous insect. It uses as food source some 
crops of great relevance for the industry like maize, rice and cotton. This species is divided into 
two races that are not morphologically distinguishable. However, they present distinct patterns 
of behavior, food preference and development when fed on different hosts. Insects and plants 
have had a long process of interactions and coevolution affecting organisms at levels ranging 
from basic biochemistry to population genetics. Their defenses have been articulated in time 
and space by highly complex regulatory networks that are modulated through other signaling 
pathways. These integrated responses lead to a characteristic pattern of gene expression that 
results in changes in each organism. Herbivores rely on digestive proteases to degrade proteins 
in peptides and essential amino acids for the biosynthesis of their functional and structural 
proteins. Inhibitors of proteases produced by the plant are its main defense against herbivory. 
Insects can overcome these deleterious effects. One of the major goals of systems biology has 
been to integrate information from various databases and model them through math and 
statistical techniques to understand and predict the behavior of cells and organisms under 
certain conditions. This work aimed to infer the regulation networks of genes responsible for 
the differentiation of gene expression patterns in the digestion processes of two strains, rice and 
corn, of S. frugiperda. For this, network strategies were used including coexpression networks, 
weighted coexpression networks and Bayesian networks. In addition, the expression of these 
genes was related to phenotypic characters. It was possible to obtain an overview of the 
relationships between the transcriptome genes of the corn and rice S. frugiperda strains when 
fed on five types of diets: artificial diet, corn, rice, cotton and cotton rich in gossypol. The total 
co-expression network of the transcriptome presented a characteristic pattern of biological 
networks. This allowed to study the behavior of the network applying properties already 
described for this type of network. We have identified genes with high number of interactions 
  
 
that plays a key role in the gene expression regulation on different host-plants. The network 
was divided into two portions. One of these portions is more robust and has slower response 
genes. One might suggest that they are housekeeping genes. Differentially expressed genes 
were grouped in the same region of the network. The network was divided into clusters of more 
correlated genes. Genes that have a direct relationship with peptidases and their functions have 
been identified. Thirty-two genes unique to the corn strain and four genes unique to rice strain 
are linked directly to the peptidases. Peptidases of the same class were nearby in the network. 
The peptidases make a large number of interactions. The behavior of the gene expression of the 
peptidase network in each strain under each diet was shown. The weighted coexpression 
network allowed to observe how groups of more related genes can influence the phenotypic 
characteristics. The Bayesian networks allowed to relate how each of the phenotypic variables 
and diets relate to specific genes. There were differences in gene expression patterns in the 
Bayesian networks with respect to strain and diet. This allowed to identify more expressed 
genes in each strain, diet and their behavior in the network. 
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1. INTRODUÇÃO 
Spodoptera frudiperda (JE Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) tem sido considerada 
uma das pragas de maior importância agrícola atualmente (Kakumani, et al., 2014). Isso se 
deve, principalmente, a ser um inseto polífago (Carroll, et al., 2006). Possui capacidade de 
utilizar diversas culturas como fonte de alimento, dentre elas, algumas de grande relevância 
para o agronegócio como milho, arroz e algodão (Carroll, et al., 2006). Um ponto que chama a 
atenção nessa espécie é que ela é dividida em duas raças que não se distinguem 
morfologicamente (Levy, et al., 2002). Entretanto, apresentam padrões de comportamento, 
preferência alimentar e desenvolvimento distintos quando alimentadas em diferentes 
hospedeiros (Dumas, et al., 2015). Alguns estudos sugerem isolamento reprodutivo entre elas 
(Juárez, et al., 2014). Essa diferenciação entre as raças não é muito clara e será abordada mais 
detalhadamente na seção 3.5. 
O processo de escolha de uma planta hospedeira preferencial pelo inseto é 
complexo e resultado de diversos anos de coevolução entre o animal e o vegetal (Aljbory, et 
al., 2017). Aqui, segue uma descrição simplificada do assunto, porém uma visão mais 
aprofundada encontra-se nas seções 3.1, 3.2 e 3.3 deste trabalho. Uma planta ao ser atacada dá 
início a execução de diversos mecanismos de defesa dos tipos mais variados. Os insetos, por 
sua vez, tentam ultrapassar estas barreiras impostas (Agrawal, 1998). Ocorre tanto uma pressão 
seletiva da parte dos insetos para resistência do hospedeiro, quanto uma necessidade de 
aprimoramento dos mecanismos de ataque dos insetos para fazer frente à evolução das defesas 
das plantas. Esse tipo de coevolução é considerada uma “arms race” e leva a uma rápida 
evolução dos genes envolvidos mas baixos níveis de variação genética (Raberg, et al., 2014). 
A capacidade de driblar as estratégias das plantas faz com que o inseto se adapte e adquira 
preferência por um determinado hospedeiro (Forister, et al., 2015). Algumas plantas produzem 
substâncias muito específicas e isso restringe bastante sua faixa de predadores (Ali, et al., 2012). 
Assim, somente insetos especializados serão capazes de atacá-las (Ali, et al., 2012). 
A principal estratégia utilizada pelas plantas é o aumento da produção de moléculas 
que são capazes de se ligar às enzimas digestivas dos insetos (Aljbory, et al., 2017). Isso impede 
que eles consigam digerir o alimento e, portanto, não desenvolvem-se na sua capacidade 
máxima (Aljbory, et al., 2017). Insetos possuem algumas formas de contornar esse mecanismo, 
porém isso ocorre de maneira muito específica. Eventualmente são geradas diferenças que 
podem interferir tanto na preferência e facilidade de predação de uma determinada planta, como 
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no desenvolvimento e desempenho do inseto ao consumir essa planta. Assim é observado nas 
raças de S. frugiperda e está detalhado na seção 3.5.  
Populações acabam separadas em diferentes regiões, pois concentram-se mais na 
região de sua planta hospedeira. Devido a esse isolamento geográfico ocorre o surgimento de 
mutações e a divisão em subespécies/raças. Toda essa diferenciação ocorre de maneira não 
totalmente esclarecida, através da alteração dos padrões de expressão de diversos genes em 
resposta a esses variados estímulos. 
Estudos do comportamento dos genes em larga escala podem contribuir 
significativamente para o desenvolvimento de novos métodos de manejo de insetos-praga. Isto 
contribui para o cultivo dessas culturas e aumento de sua produção. Uma vez que são 
identificados os genes responsáveis pelas adaptações dos insetos às plantas, através de seus 
valores de expressão, é possível definir quais são as estratégias adequadas para manejo 
integrado de pragas. Elas podem ser tanto de interferência no inseto quanto na planta. Pode-se 
aumentar componentes das plantas que diminuem a preferência dos insetos ou reduzir a 
tolerância deles. Dentre esses componentes encontram-se os metabólitos secundários. 
Muitos estudos têm sido conduzidos com insetos, porém o foco principal não são 
espécies agronomicamente importantes como as do gênero Spodoptera. Esforços para entender 
sua biologia em nível molecular são limitados pela falta de informação genética de qualidade 
que sirva para auxiliar as análises. Podemos citar como exemplo duas publicações com o 
genoma de Spodoptera, uma com base em células Sf21 (Kakumani, et al., 2014) e outra, mais 
recente, feita a partir de células Sf9 (Nandakumar, et al., 2017). Ambos os genomas representam 
um bom avanço para o estudo deste inseto. Contudo, a acuidade das informações de anotação 
e a montagem das sequências está ainda em forma precária. Isso dificulta o acesso e uso desse 
conhecimento. Nos dois casos apresentados acima, somente as sequências de base dos genomas 
estão disponíveis. Nenhuma das montagens possui posição dos éxons, íntrons ou anotação dos 
genes. Estudos recentes de genômica, transcriptômica (Bleckmann, et al., 2015; Banerjee, et 
al., 2017; Fescemyer, et al., 2013; Legeai, et al., 2014; Silva-Brandão, et al., 2017) e ESTs 
(Nègre, et al., 2006) em S. frugiperda ou espécies próximas (Feng, et al., 2015; Roy, et al., 
2016) têm fornecido informações que podem facilitar trabalhos nesse campo. 
Os mecanismos responsáveis pelas diferenças adaptativas entre as raças de S. 
frugiperda permanecem não completamente elucidados. Mesmo com o conhecimento de que o 
conjunto de enzimas de insetos próximos seja similar, é necessário identificar quais genes 
possuem expressão diferenciada ou exclusiva nas raças. Também é importante identificar quais 
deles têm capacidade de influenciar uma grande quantidade de outros genes. Esses genes podem 
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ter papel importante fazendo com que uma raça seja mais bem adaptada a determinado 
hospedeiro que outra. Esse entendimento é relevante tanto do ponto de vista econômico quanto 
ecológico e evolutivo. Uma revisão sobre estudos disponíveis sobre as raças de S. frugiperda 
encontra-se na seção 3.5. 
Abordagens abrangentes que integram fontes de dados variadas, englobando 
informações em nível de genoma até fenótipo são úteis. Esses dados podem incluir 
trancriptoma, proteoma, metaboloma, características ambientais e do organismo dependendo 
da disponibilidade. Em conjunto com redes regulatórias, essas metodologias podem permitir 
predizer as consequências fenotípicas das mudanças nos níveis de expressão de elementos 
específicos da rede. Redes regulatórias também possibilitam fornecer um melhor entendimento 
e aplicação de técnicas que controlem esses níveis. 
A aplicação de metodologias de redes de regulação e integração dos resultados delas 
permitem traçar uma visão de um sistema padrão. Assim, pode-se identificar quais relações 
encontram-se alteradas em cada um dos sistemas estudados, assim como os elementos 
responsáveis por desencadear tais mudanças. A seção 3.8 mostra como esses dados podem ser 
analisados num contexto de redes de regulação gênica. 
Considerando-se a importância de S. frugiperda na agricultura, as diferenciações 
genotípicas e fenotípicas das raças, os dados e estudos disponíveis principalmente no contexto 
de herbivoria, esse trabalho visou aplicar as metodologias de análise de redes regulatórias para 
contribuir para o esclarecimento dos mecanismos por trás dessas adaptações. 
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2. OBJETIVOS 
2.1. Objetivo Geral 
Este trabalho visa inferir interações entre genes que regulam a diferenciação dos 
padrões de expressão gênica nos processos de digestão de duas raças, arroz e milho, de S. 
frugiperda. Para isso, utilizou-se o estabelecimento de redes de regulação gênica para elucidar 
adaptações e mecanismos que atuam na preferência alimentar de cada raça e seu 
desenvolvimento quando expostas a diferentes dietas. 
2.2. Objetivos específicos 
1) Desenvolver uma abordagem para aplicação e inferência das redes de 
corregulação gênica e sua integração com bases de dados disponíveis. 
2) Estabelecer uma rede coexpressão para S. frugiperda. 
3) Identificar grupos de genes que possam ser responsáveis pelas diferenciações 
entre as raças através da avaliação das relações gênicas. 
4) Detectar padrões de respostas das peptidases aos inibidores de proteases em cada 
raça. 
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3. REFERENCIAL TEÓRICO 
3.1. Coevolução Entre Insetos e Plantas 
Insetos e plantas têm tido um longo processo de interações e coevolução de 
aproximadamente 400 milhões de anos para obter mecanismos de competição (Aljbory, et al., 
2017; Bruce, 2015; Labandeira, et al., 2014). Esse processo afeta organismos em níveis desde 
bioquímica básica até genética de populações (Fürstenberg-Hägg, et al., 2013). Essas defesas 
têm sido articuladas no tempo e espaço por redes regulatórias altamente complexas que são 
moduladas através de outras vias de sinalização (Maffei, et al., 2007). Essas respostas 
integradas levam a um padrão de expressão gênica característico que resulta em alterações em 
cada organismo (Maffei, et al., 2007). 
Em um ambiente com disponibilidade e qualidade de plantas variável, insetos 
fitófagos estão sob pressão seletiva para achar hospedeiros mais adequados (Bruce, et al., 2005). 
Tanto plantas quanto insetos são sistemas dinâmicos sujeitos a variações contínuas (Mello, et 
al., 2002). Caracteres adaptativos foram acumulados durante gerações trazendo diversificação 
filogenética (Futuyma, et al., 2009; Roy, et al., 2016). Insetos podem exibir rápidas mudanças 
de hospedeiros, às vezes envolvendo variações na especificidade de grupos inteiros (Nylin, et 
al., 2014; Roy, et al., 2016). 
Variações na especialização da dieta podem dirigir processos ecológicos e 
evolucionários. Isso faz dos insetos modelos de estudos para mecanismos de adaptação 
ecológica e especiação (Forister, et al., 2015; Roy, et al., 2016). Diferenças na amplitude e 
composição da dieta mediam: a coexistência de competidores; a persistência de espécies frente 
a distúrbios ambientais; a diversidade de interações; e a estabilidade de redes de espécies 
integrantes inteiras (Forister, et al., 2015).  
3.2. Defesas das Plantas 
Plantas, por não possuírem mobilidade, exibem diversos mecanismos químicos e 
físicos de defesa à herbivoria (Aljbory, et al., 2017; Bruce, 2015). Eles têm como objetivo 
reduzir a performance/desenvolvimento e preferência desses herbívoros (Agrawal, 1998). 
Podem ocorrer como estratégias de resistência ou tolerância. A resistência é quando a planta 
utiliza caracteres físicos ou químicos para deter a herbivoria e minimizar o dano causado 
(Mitchell, et al., 2016). Já a tolerância ocorre quando a planta reduz os efeitos negativos dos 
danos (Mitchell, et al., 2016). Essas respostas podem ser constitutivas, pré-formadas na planta 
ou induzidas. As respostas induzidas são ativadas somente sob ataque para minimizar seu custo 
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metabólico (Dicke, et al., 2002; Wu, et al., 2010; Aljbory, et al., 2017). Respostas induzidas 
envolvem processos biossintéticos e/ou a regulação positiva da expressão gênica (Mithofer, et 
al., 2005). Apesar da vantagem do custo metabólico reduzido por não estarem sempre ativadas, 
têm a desvantagem do atraso até que sejam expressas em níveis efetivos (Bandoly, et al., 2015; 
Carroll, et al., 2006). 
Essas defesas podem ocorrer de maneira direta ou indireta, sendo as principais 
formas indiretas a liberação de compostos voláteis ou néctar extrafloral para atrair inimigos 
naturais dos herbívoros (Paré, et al., 1999; Carroll, et al., 2006) ou a sinalização do ataque para 
plantas vizinhas induzindo também suas respostas (Papadopoulou, et al., 2017). Defesas diretas 
incluem desde barreiras físicas como estruturas morfológicas até químicas, como a produção 
de metabólitos secundários. As barreiras físicas são a primeira defesa encontrada pelos insetos, 
como tricomas glandulares ou não, espinhos, altos níveis de lignificação (Franceschi, et al., 
2005; Mithöfer, et al., 2012), sílica (Maffei, et al., 2007). As barreiras químicas podem diminuir 
a palatabilidade da planta como toxinas, compostos com efeitos repelentes, antinutritivos e 
antidigestivos (Bruce, 2015; Smith, et al., 2012). Elas podem afetar tanto o desenvolvimento 
dos insetos quanto seu comportamento (Dicke, et al., 2010). 
Indutores de defesa são produzidos durante o ataque dos insetos e injetados nos 
tecidos das plantas como parte da secreção oral ou fatores associados a ovoposição (Aljbory, et 
al., 2017; Shinya, et al., 2016). Essas moléculas ligam-se a proteínas nas membranas das células 
vegetais sendo reconhecidas e isso faz com que as defesas das plantas sejam induzidas (Aljbory, 
et al., 2017). Dentre eles estão conjugados de ácidos graxos e aminoácidos como volicitinas 
(Alborn, et al., 1997); caeliferinas, que são conjugados de ácidos graxos e cobre (Alborn, et al., 
2007); peptídeos secretados pelas glândulas salivares (Kessler, et al., 2002); enzimas 
envolvidas na pré-digestão (Xu, et al., 2015); e fragmentos de parede celular (Aljbory, et al., 
2017). 
Outros indutores de defesa podem ser produzidos pela própria planta em resposta 
ao dano físico causado (Aljbory, et al., 2017). Com a detecção do dano ocorrem eventos como 
fluxo de íons Ca+ através da membrana plasmática, geração de oxigênio ativo e mudanças nos 
padrões de fosforilação das proteínas (de Bruxelles, et al., 2001). Assim, são desencadeadas 
alterações no metabolismo e geração de sinais que regulam a expressão gênica ligada à defesa 
(Mello, et al., 2002). 
Após o reconhecimento, uma rede de vias de sinalização consistindo de diferentes 
fitormônios é ativada (Pieterse, et al., 2012). Genes relacionados a defesa são superexpressos e 
ocorre a produção de compostos defensivos na planta (Wu, et al., 2010). Danos mecânicos 
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causados aos tecidos, principalmente devido a mastigação de larvas como as de Lepidoptera, 
causam a indução de sinalizadores como ácido jasmônico e etileno que têm papel-chave nesse 
processo (Kessler, et al., 2002; Fürstenberg-Hägg, et al., 2013; Frey, et al., 2000). 
Compostos bioativos são sintetizados contra sistemas únicos dos herbívoros como 
nervoso, digestivo e endócrino (Rosenthal, et al., 1992). Eles são alcaloides, benzoxazinoides, 
glicosídeos cianogênicos, glucosinolatos, e terpenoides (Fürstenberg-Hägg, et al., 2013). Eles 
atuam reduzindo a palatabilidade da planta, muitas vezes por serem tóxicos (Fürstenberg-Hägg, 
et al., 2013). 
As plantas sintetizam também aminoácidos não-proteicos, compostos fenólicos, e 
redutores da digestibilidade (Fürstenberg-Hägg, et al., 2013). Nessa última classe, encontram-
se proteínas antidigestivas que limitam a taxa de conversão enzimática do alimento ingerido e 
também proteínas antinutritivas que limitam a utilização do alimento alterando sua 
disponibilidade física e/ou identidade química (Duffey, et al., 1996). Essas proteínas possuem 
cinco classes principais: inibidores de proteínas, inibidores de α-amilase, lectinas, quitinases e 
polifenol oxidases (Falco, et al., 2001). Os inibidores de proteases (PI) têm sido considerados 
uma das classes mais importantes de estratégia de defesa direta usada pelas plantas (Ryan, 1990; 
Kuwar, et al., 2015). Esses metabólitos secundários tóxicos ou antidigestivos representam a 
maior barreira a herbivoria (Harborne, 1993; Mithöfer, et al., 2012). 
3.3. Adaptações dos Insetos às Barreiras das Plantas 
Insetos fitófagos podem ser divididos em especialistas (monófagos ou olífagos) que 
têm como hospedeiros uma estreita faixa de espécies de plantas pertencentes a uma mesma 
família ou gênero. Ou podem ser generalistas (polífagos) que se alimentam de plantas de 
diversas famílias (Fürstenberg-Hägg, et al., 2013). Mais recentemente, tem sido proposto que 
essa visão de que insetos especialistas se alimentam de somente um grupo de plantas e 
generalistas de várias plantas é contínua. Não funciona de forma extrema e binária como essa 
divisão (Fürstenberg-Hägg, et al., 2013; Ali, et al., 2012). 
Generalistas possuem mecanismos adaptativos mais complexos, pois respondem a 
uma ampla variedade de componentes químicos e proteínas de plantas (Mello, et al., 2002). 
Também possuem mecanismos para manipular vias altamente conservadas em plantas (Ali, et 
al., 2012; Krieger, et al., 1971; Whittaker, et al., 1971). Isso amplifica seu número de opções 
de hospedeiros. Especialistas possuem uma forma de adaptação mais eficiente. Isso envolve 
tanto a produção de grandes quantidades de enzimas para desintoxicar, quanto a evolução de 
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mecanismos de armazenamento (Mello, et al., 2002; Patankar, et al., 2001). Esse grupo também 
é menos impactado por compostos de defesa que generalistas (Ali, et al., 2012; Cornell, et al., 
2003). Em níveis mais altos de defesa, isto é, mais específicos, poucos insetos são imunes aos 
efeitos deletérios de toxinas das plantas (Ali, et al., 2012). Alguns importantes insetos praga da 
agricultura são polífagos (Bruce, 2015). 
Insetos desenvolveram um sistema sensorial sintonizado para detectar os sinais do 
hospedeiro e um sistema nervoso capaz de integrar as informações dos neurônios sensoriais. 
Esse sistema nervoso possui um alto nível de resolução espaço-temporal para permitir respostas 
rápidas a esses mecanismos de defesa (Bruce, 2015; Martin, et al., 2011). Eles também 
desenvolveram estratégias para contornar barreiras. Dentre elas a desintoxicação de compostos 
tóxicos e sequestro deles, anulação de mecanismos e alteração da expressão gênica (Mello, et 
al., 2002). 
A emissão de compostos voláteis pode afetar o comportamento dos insetos na busca 
por alimento (Mello, et al., 2002) ou a seleção de plantas hospedeiras por adultos. Adultos 
selecionam plantas hospedeiras visando à ovoposição e sucesso da descendência, e não seu 
consumo próprio (Thompson, 1988). Quando compostos voláteis são lançados no ar, podem 
repelir um amplo número de potenciais herbívoros que identificam a natureza tóxica dos 
compostos lançados ou podem atrair competidores (Mello, et al., 2002). Proteínas específicas 
e químicos presentes nas secreções orais de larvas como volicitina e glicose oxidase podem 
influenciar nas respostas das plantas, inibindo-as (Hogenhout, et al., 2011; Musser, et al., 2002; 
Merkx-Jacques, et al., 2005). 
Fitoquímicos funcionam como toxinas, prejudicando herbívoros não-adaptados e 
forçando os menos susceptíveis a investirem recursos em desintoxicação (Maffei, et al., 2007). 
A desintoxicação pode acontecer por oxidação, redução, hidrólise ou conjugação de moléculas 
(Scott, et al., 2001). Citocromos P450 monooxigenases (P450s) são utilizados no metabolismo 
de toxinas, como por exemplo, em Helicoverpa armigera foi observado para desintoxicar 
gossipol presente no algodão (Mao, et al., 2007). Vantagens são adquiridas quando herbívoros 
desenvolvem essa característica de desintoxicação como forma de minimizar competição. Esses 
compostos podem ser incorporados pelo inseto sendo usados em seus sistemas de ferormônios 
e defesa (Mello, et al., 2002; Nishida, 2002). 
Herbívoros dependem das proteases digestivas para degradar proteínas em 
peptídeos e aminoácidos que são essenciais para a biossíntese de suas proteínas funcionais e 
estruturais (Dunse, et al., 2010; Kuwar, et al., 2015). Inibidores de proteases produzidos pela 
planta têm como principal função reduzir/anular o desempenho dessas enzimas, porém insetos 
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podem contornar esses efeitos deletérios (de Leo, et al., 1998). Dentre os mecanismos 
utilizados, Mello, et al. (2002) listam: resposta rápida de regulação positiva dos genes 
codificantes de proteinases insensitivas aos inibidores para compensar as inibidas; aumento da 
atividade dessas enzimas digestivas (Paulillo, et al., 2000); interrupção desses inibidores no 
intestino via proteinases (Girard, et al., 1998); modificação das atividades relativas de várias 
hidrolases (Patankar, et al., 2001). 
Conforme revisado por Mello et al (2002), lepidopteros possuem várias estratégias 
para contornar os efeitos dos inibidores de protease através da alteração da composição de seu 
intestino. Insetos da ordem Lepidoptera possuem tripsinas, quimiotripsinas e α-amilases 
constitutivas e que são induzidas após a ingestão de inibidores que são insensitivas a eles. 
3.4. Inibidores de Protease e Peptidases Presentes no Intestino de Insetos 
No intestino de insetos, alimentos são digeridos inicialmente por endopeptidases 
que quebram cadeias peptídicas de aminoácidos não terminais. E então, por exopeptidases 
(aminopeptidases e carboxipeptidases) responsáveis por clivar os peptídeos N-terminal e C-
terminal em aminoácidos únicos livres (Ye, et al., 2016; Wang, et al., 2004; Vendrell, et al., 
2000). De acordo com o banco de dados MEROPS1 (Rawlings, et al., 2006), suas classificações 
levam em conta seu tipo catalítico (Kidric, et al., 2014). São divididas em: aspártico, cisteíno, 
serino, treonino, glutâmico peptidases e asparagino-peptídeo liase (Kidric, et al., 2014). 
Carboxipeptidases podem ser serino carboxipeptidases, com um resíduo serina no sítio ativo ou 
metal carboxipeptidases que requerem um íon metal divalente como parte do sítio ativo (Ye, et 
al., 2016; Ferreira, et al., 2015; Skidgel, et al., 1998). 
Em Lepidoptera, as mais comuns são as serino-proteases que contribuem para 95% 
da atividade digestiva das larvas e conferem um intestino de pH alcalino (Bode, et al., 2013; 
Srinivasan, et al., 2006). Essa família de proteínas é dividida em três subclasses: tripsinas, 
quimiotripsinas e elastases (Fürstenberg-Hägg, et al., 2013). 
Grandes famílias gênicas de proteases digestivas em insetos têm evoluído através 
de processos de duplicação de linhagem específica e seleção para competir com inibidores de 
seus hospedeiros (Kuwar, et al., 2015). Essa diversidade permite a regulação diferencial de 
proteases em resposta a inibidores em várias espécies de insetos (Muhlia-Almazán, et al., 2008; 
Zhao, et al., 2010; Ross, et al., 2003). 
                                                 
1 http://merops.sanger.ac.uk/ 
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Em condições de estresse, plantas alteram sua expressão gênica gerando mudanças 
tanto qualitativas quanto quantitativas em suas proteínas (War, et al., 2012). Plantas possuem 
inibidores para essas proteinases que podem retardar o desenvolvimento larval causando 
mortalidade através da deficiência de aminoácidos (Mello, et al., 2002). Ou que causam 
mortalidade indiretamente aumentando o tempo que as larvas ficam expostas aos predadores 
(Fürstenberg-Hägg, et al., 2013; Wolfson, et al., 1995). 
A deficiência de aminoácidos pode ser causada tanto pela inibição das proteases, 
quanto pelo gasto excessivo de aminoácidos essenciais na produção de enzimas digestivas em 
superprodução. Isso reduz a disponibilidade de aminoácidos essenciais para a produção de 
outras proteínas (Mello, et al., 2002; Jongsmaa, et al., 1997; Pompermayer, et al., 2001). Esses 
inibidores podem ser expressos constitutivamente em órgãos de reserva e sementes ou 
induzidos por danos nas folhas (De Leo, et al., 1998). A expressão induzida é consequência da 
regulação da expressão gênica em resposta a quantidade de dano recebido ou a um ataque 
específico sendo que essa regulação reduz o custo de fitness da planta (Bode, et al., 2013). 
Inibidores de proteases (PIs) são proteínas de tamanho pequeno de 2 a 20 kDa ou 
pequenas moléculas inibidoras. Podem ser classificados de acordo com seu mecanismo de 
reação (competitivo, não-competitivo, incompetitivo, protease suicida) ou pela especificidade 
das classes que inibem (Kidric, et al., 2014). 
Os inibidores competitivos apresentam estrutura semelhante ao substrato da enzima 
ligante. Ele liga-se ao sítio ativo da enzima, deixando-o ocupado e impedindo a ligação ao 
substrato correto (OpenStax, 1998). O inibidor não-competitivo não se assemelha 
estruturalmente com o substrato. Porém, possui grande afinidade com a enzima. Esse inibidor 
se liga a um sítio da enzima causando deformação. Dessa forma, o complexo enzima substrato 
é formado de maneira ineficiente e isso prejudica sua função (OpenStax, 1998). Na inibição 
incompetitiva, o inibidor liga-se ao complexo enzima-substrato. Assim, forma-se um terceiro 
complexo, enzima-substrato-inibidor que é incapaz de realizar a próxima etapa e formar um 
produto. A protease suicida liga-se ao sítio ativo da enzima formando um complexo estável. 
Modificam quimicamente os aminoácidos e podem ser irreversíveis (OpenStax, 1998). 
Sendo assim, os inibidores atuam diminuindo a atividade proteolítica das enzimas 
intestinais e consequentemente, a disponibilidade de aminoácidos (Fürstenberg-Hägg, et al., 
2013). Isso por sua vez gera uma diminuição da síntese necessária para o crescimento, 
desenvolvimento e reprodução (Broadway, et al., 1986). Eles formam um complexo estável 
com sua proteína-alvo bloqueando, alterando ou prevenindo o acesso aos sítios ativos 
(Volpicella, et al., 2011). Assim causam proteólise limitada e lenta pois, funcionam como 
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substrato específico para proteases digestivas (Ali, et al., 2012; Tiffin, et al., 2001; Mello, et 
al., 2002). Outra função deles é impedir a degradação de toxinas pelo inseto (War, et al., 2012). 
Na presença desses inibidores, mudanças também são induzidas no conteúdo de 
enzimas digestivas secretadas pelo intestino dos insetos (Herde, et al., 2014). Como forma de 
neutralizar a ação deles, insetos aumentam seu consumo de tecidos, induzem a expressão de 
isoformas das proteases que são insentivivas aos PIs, ou simplesmente aumentam a quantidade 
de proteases produzidas (Herde, et al., 2014; Bown, et al., 2004). 
3.5. Spodoptera frugiperda 
O grupo Lepidoptera representa a segunda maior ordem de insetos e inclui espécies 
de grande importância para a agricultura, entre elas, as do gênero Spodoptera pertencente à 
família Noctuidae (Nègre, et al., 2006). Uma das espécies de maior relevância é a Spodoptera 
frugiperda, pois em fase larval se alimenta de mais de 60 espécies de plantas (Carroll, et al., 
2006). É considerada praga para várias culturas principalmente monocotiledôneas da família 
Poaceae (Carroll, et al., 2006). É uma espécie sazonal, migratória, endêmica do hemisfério 
ocidental e possui ampla distribuição geográfica (Johnson, 1987). 
A espécie possui duas raças, sendo uma delas originalmente identificada 
alimentando-se preferencialmente de milho, algodão e sorgo (raça milho - CS), enquanto a outra 
alimenta-se preferencialmente de arroz e várias gramíneas forrageiras (raça arroz - RS) (Dumas, 
et al., 2015; Levy, et al., 2002). Elas são morfologicamente idênticas, porém divergem nas 
frequências alélicas de várias enzimas glicolíticas, nos padrões de migração e nas sequências 
de DNA mitocondrial (Pashley, 1986). É possível distingui-las geneticamente usando 
marcadores moleculares específicos de cada raça (Arias, et al., 2011). Além disso, elas também 
se diferem no desenvolvimento quando alimentadas de diferentes hospedeiros (Pashley, et al., 
1995), comportamento e fisiologia (Veenstra, et al., 1995) e há barreiras pré e pós-zigóticas 
entre as raças (Groot, et al., 2010; Dumas, et al., 2015). Foi sugerido que a larva da raça arroz 
é mais afetada por seu hospedeiro que a larvas da raça milho (Clark, et al., 2007). 
Recentemente foi mostrado que diferentes populações da América do Sul são mais 
estruturadas com relação ao hospedeiro do que com a sua origem geográfica (Juárez, et al., 
2014). A Figura 3-1 representa o ciclo de vida de uma S. frugiperda, que pode durar de 32 a 85 
dias variando de acordo com seu hospedeiro. O ciclo se inicia na fase de ovo (que dura de 3 a 
4 dias), passa para a fase de lagarta (14 a 30 dias), depois para a fase de pupa (8 a 30 dias). 
Então tem-se o adulto que demora em média 10 dias para ovoposição e essa fase pode durar até 
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21 dias (Capinera, 1999). O tempo de duração de cada fase é influenciado pelas condições 
climáticas, temperatura e estações do ano (Capinera, 1999). 
 
Figura 3-1 – Ciclo de vida de uma S. frugiperda. Possui quatro fases com duração variável de acordo 
com o hospedeiro. 1) Ovo - 3 a 4 dias de duração; 2) Lagarta - 14 a 30 dias; 3) Pupa - 8 a 30 dias e; 4) 
Adulto. (Adaptado de Capinera, 1999) 
A linhagem de células Sf21 e seus subclones (linhagem Sf9) de S. frugiperda são 
amplamente utilizados em bioquímica para a produção de numerosas proteínas heterólogas in 
vitro (Legeai, et al., 2014). Os genomas disponíveis são dessas linhagens de células, Sf21 
(Kakumani, et al., 2014) e Sf9 (Nandakumar, et al., 2017). Esse grupo é também utilizado no 
estudo de resistência a pesticidas, interação entre baculovírus e hospedeiro, comportamento de 
pragas e adaptação de plantas (Nègre, et al., 2006; Legeai, et al., 2014). 
Muitos organismos de importância econômica são organismos não-modelo. 
Portanto, não dispõem de recursos genéticos eficientes que poderiam ser usados para acelerar 
e facilitar o trabalho dos grupos de pesquisa (Legeai, et al., 2014). Informações do genoma de 
Bombyx mori têm sido usadas como referência para estudos em lepidopteros, porém não 
possuem foco em insetos-praga agronomicamente importantes, como é o caso de S. frugiperda 
(Kakumani, et al., 2014). 
Com o intuito de facilitar estudos de genômica funcional de diversos processos 
biológicos nesses organismos, Negre et al. (2006) apresentaram o Spodobase2. É um banco de 
dados que permite acesso integrado a sequências de EST de S. frugiperda. Inicialmente, incluia 
29.325 sequências de vários órgãos (células da linhagem Sf9, hemócitos, intestino e tecidos 
                                                 
2 http://bioweb.ensam.inra.fr/Spodopterav3/browser 
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corporais de gordura). O banco permite ao usuário fazer buscas por texto, palavras-chaves ou 
blast e hoje, conta com 254.639 sequências de 10 bibliotecas diferentes. 
Legeai et al. (2014) publicaram o primeiro transcriptoma de referência de S. 
frugiperda a partir de sequências de RNA obtidas de várias amostras de tecidos e estágios de 
desenvolvimento. Foram utilizadas sequências derivadas de sequenciamento com 454, Illumina 
e Sanger, sendo a principal fonte as de 454, e sequências de EST disponíveis no Spodobase 
foram incluídas na montagem. Ao final da montagem, obteve-se aproximadamente 55.000 
sequências que se encontram disponíveis em um banco de dados para estudos. 
No mesmo ano, Kakumani et al. (2014) utilizando três plataformas diferentes 
(Roche/454 Genome Sequencer FLX Instrument, ABI SOLiD System, e Illumina Genome 
Analyser) geraram e montaram sequências gênomicas para S. frugiperda a partir do DNA de 
células Sf21 derivadas do ovário, sendo esse um dos primeiros passos para montagem de um 
genoma para a espécie. Silva Brandão et al. (2017) geraram o transcriptoma utilizado nesse 
trabalho utilizando Illumina HiSeq 2500 System (Illumina) com células do organismo inteiro de 
S. frugiperda, a descrição da metodologia encontra-se na seção 4.2. 
O desenvolvimento das técnicas de sequenciamento e geração de novos dados tem 
contribuído significativamente para o estudo desse grupo. Isso tem possibilitado estudos de 
transcriptoma, padrão de expressão, RNA mensageiro, microRNA e metilação. Porém, ainda 
há muitas questões não solucionadas. Principalmente, no que diz respeito à integração de todos 
esses dados a fim de detectar padrões capazes de elucidar diferenças entre as duas raças. Isso 
poderia colaborar com o conhecimento do que está por trás das adaptações a um determinado 
hospedeiro como, por exemplo, preferência alimentar e desenvolvimento dos indivíduos. 
3.6. Milho vs Arroz 
S. frugiperda é a praga de milho mais importante no Brasil (Farias, et al., 2014; 
Rubin, 2009). Segundo Gaillard, et al. (2017), a principal defesa química direta do milho 
envolve 1,4-benzoxazina-3-onas (BXDs) que são estocadas como glicosídeos no vacúolo. A 
principal é conhecida como DIMBOA (2,4-di-hidroxi-7-metoxi-1,4-benzoxazin-3-ona), a qual 
funciona como defensor natural das plantas para aumentar sua resistência à herbivoria. Quando 
a planta é atacada elas entram em contato com β-glicosidases e resultam na liberação de toxinas. 
A Figura 3-2 representa um esquema do que ocorre com a uma planta de milho 
quando ela é atacada por insetos-praga. Os níveis de ácidos clorogênicos e DIMBOA são 
induzidos assim como os de ácido abiscísico (ABA). A expressão gênica de genes marcadores 
de defesa, genes envolvidos na biossíntese de DIMBOA e de genes relacionados ao ABA é 
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induzida. Fitormônios como ácido jasmônico (JA), ácido salicílico (SA), jasmonato (JA-Ile) e 
ácido 12-oxo-fitodienóico (OBPA, precursor de ácido jasmônico) permanecem iguais. O 
conteúdo de água diminui. Para o metaboloma as consequências ainda são desconhecidas e 
ainda não é claro o que acontece com os compostos voláteis para milho. 
 
 
Figura 3-2 – Representação da resposta ao dano em uma planta de milho. ↑ representa indução; = 
permaneceu igual; ~ não é claro. ABA: ácido abiscísico; JA: ácido jasmônico; JA-IIIe: jasmonato; SA: 
ácido salicílico; OPDA: ácido 12-oxo-fitodienóico VOCs: compostos voláteis. (Adaptado de 
Papadopoulou, et al., 2017). 
S. frugiperda também é encontrada em arroz irrigado (Rubin, 2009). O arroz, possui 
como fator limitante de sua ingestão, a presença do ácido oxalático que se liga ao cálcio na dieta 
(Heuzé, et al., 2017). Além disso, plantas como arroz dependem de sílica para seu 
desenvolvimento normal. Sílica interage com ácido jasmônico em resposta ao estresse causado 
pelo ataque de insetos (Ye, et al., 2013). A deposição de sílica na cutícula das folhas é uma 
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importante barreira física. Isso também reduz a digestibilidade da planta (Ye, et al., 2013). O 
arroz também é rico em triptofano, aminoácido ausente no milho. 
A Tabela 3-1 mostra os valores médios de energia, minerais e aminoácidos para 
folhas frescas de milho e arroz. É possível observar que milho possui quantidades maiores de 
cálcio, magnésio, manganês e ferro. Por outro lado, arroz possui quantidades maiores de 
potássio. Com relação aos aminoácidos, arroz possui alguns que são ausentes em milho: alanina, 
ácido aspártico, ácido glutâmico, serina, prolina e triptofano. 
Tabela 3-1 Tabela de Valor Nutricional de Milho e Arroz considerando folhas. (Heuzé, et al., 2017) 
 Valores Médios de Milho Valores Médios de Arroz 
Matéria Seca 36.9% 34.6% 
Energia 17.6 MJ/kg 16.2 MJ/kg 
Digestibilidade 65.8% 63.3% 
Minerais 
Cálcio 6.3 g/kg 2.9 g/kg 
Fósforo 1.5 g/kg 1.6 g/kg 
Potássio 1.0 g/kg 16.0 g/kg 
Magnésio 3.5 g/kg 1.5 g/kg 
Manganês 256.0 mg/kg 50.0 mg/kg 
Zinco 69.0 mg/kg 58.0 mg/kg 
Cobre 11.0 mg/kg 9.0 mg/kg 
Ferro 991.0 mg/kg - 
Aminoácidos 
Alanina - 7.4% 
Arginina 6.1% 4.0% 
Ácido Aspártico - 7.7% 
Cisteína 0.9% 0.7% 
Ácido Glutâmico - 10.3% 
Glicina 5.5% 5.2% 
Histidina 2.3% 1.6% 
Isoleucina 5.4% 8.0% 
Leucina 9.6% 9.1% 
Lisina 5.9% 4.8% 
Metionina 2.0% 2.2% 
Fenilalanina 5.9% 5.4% 
Prolina - 5.2% 
Serina - 4.7% 
Treonina 4.7% 4.6% 
Triptofano - 2.2% 
Tirosina 3.9% 4.2% 
Valina 7.0% 6.4% 
Metabólitos Secundários 
Taninos 12.3 g/kg - 
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3.7. Expressão Gênica e Adaptação de Indivíduos de Diferentes Raças 
De acordo com o dogma central da biologia molecular, em linhas gerais, a 
informação contida no DNA é transcrita em RNA e traduzida em proteína. Este processo é 
chamado de expressão gênica. A expressão gênica é regulada em diversos pontos para garantir 
que a concentração de produtos gênicos como enzimas e intermediários de vias estejam 
presentes em quantidades adequadas para manutenção das atividades celulares ou ausentes 
quando essas atividades não são necessárias (Martin, et al., 1997). Essa regulação é complexa 
envolvendo a interação de sequencias de DNA, moléculas de RNA e proteínas além de 
modificações epigenéticas (Mack, et al., 2017) e pode ocorrer em diferentes níveis do fluxo de 
informação desde o genótipo até o fenótipo (Figura 3-3). 
 
Figura 3-3 – Regulação da expressão gênica. 1) Proteínas induzindo ou inibindo a transcrição. 2) 
Proteínas induzindo ou inibindo a tradução. 3) Proteínas induzindo vias metabólicas. 4) Vias 
metabólicas induzindo a expressão de proteínas. (Adaptado de Lima, et al., 2008) 
Essas regulações em nível transcricional incluem a compactação do DNA que 
influencia em quais sequências estão disponíveis para a transcrição assim como na taxa com 
que estas sequências são transcritas. A quantidade de mRNA sintetizado e a velocidade com a 
qual ele é degradado altera a concentração de proteínas traduzidas. Além disso, há também a 
regulação pós-transcricional que ocorre através do splicing alternativo, transporte de mRNAs 
para fora do núcleo assim como sua estabilização, fatores de transcrição, e vias de micro-RNAs. 
A disponibilidade de fatores necessários à tradução pode também regular a quantidade de 
mRNA que é traduzido, e proteínas e RNAs não-codificantes podem causar modificações pós-
traducionais nos produtos da tradução afetando também a expressão gênica. 
A transcrição também é regulada pela interação de elementos regulatórios cis (DNA 
não-codificante como promotores e enhancers) que atuam ligando nos sítios para fatores trans 
(fatores de transcrição) regularem a abundância de mRNA (Mack, et al., 2017). Genes 
envolvidos numa mesma via mostram respostas correlacionadas em nível transcricional e 
alguns podem participar de várias vias. Portanto poucas modificações regulatórias podem afetar 
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o padrão de expressão de muitos genes diferentes chegando a representar até uma parte 
considerável do transcriptoma (Ranz, et al., 2006). 
Divergências entre elementos regulatórios que afetam níveis de regulação gênica 
podem ter papel na especiação (Mack, et al., 2017). A expressão gênica possui uma componente 
ambiental e uma genética dando origem ao fenótipo molecular (Pavey, et al., 2010). Conforme 
revisado por (Parkinson, et al., 2016), a variação da expressão gênica é altamente herdável e 
sujeita a seleção (Ranz, et al., 2006; Voolstra, et al., 2007; Wittkopp, et al., 2008). Assim, a 
taxa de transcrição de um gene pode variar entre genótipos e isso é herdável (Pavey, et al., 
2010). A robustez de uma rede, a forma como ela responde a estímulos e a adaptação dela são 
propriedades herdáveis e não somente resultado do ajuste-fino das características de seus 
componentes (Bakar, et al., 1997). Isso porque uma rede sofre vulnerabilidades e deve estar 
bem adaptada para compensar a maioria das perturbações (Barabási, et al., 2004). 
A variação da transcrição num genoma pode ser relacionada com diferenças entre 
espécies ou populações (Ranz, et al., 2006). Ela promove diferenciação entre raças ou 
populações via colonização de novos ambientes, nos quais populações evoluem geneticamente 
baseadas em isolamento reprodutivo (Pavey, et al., 2010). Dessa forma, estudos da regulação 
da expressão gênica são uma ferramenta importante para além de entender como ocorrem as 
respostas gênicas em um organismo, também entender como essas respostas são passadas 
gerando diferenciações de populações e raças dentro de uma espécie. 
3.8. Redes Gênicas 
Um dos maiores objetivos da biologia de sistemas tem sido integrar informações de 
diversos bancos de dados e modelá-los através de técnicas de matemática e estatística. O 
principal objetivo é entender e predizer o comportamento de células e organismos sob 
determinadas condições (Figura 3-4). 
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Figura 3-4 – Relações entre sistemas biológicos, componentes intracelulares e a função e o 
comportamento desses componentes. Modelagens de Biologia de Sistemas visam descobrir interações 
que permitam a predição no nível de função e comportamento (Adaptado de Baginsky, et al., 2010). 
Interações moleculares intrincadas conduzem funções nas células de uma maneira 
integrativa. Com isso, propriedades complexas podem ser criadas a partir de combinações de 
interações relativamente simples (Kemmeren, et al., 2014). Essas interações consistem de genes 
regulatórios que codificam fatores de transcrição e genes sinalizadores, ligantes e receptores 
para comunicação celular e sequências que controlam a expressão de cada um desses genes. 
Cada um desses genes responde a múltiplos estímulos e assim o mapa total de suas interações 
tem a forma de uma rede (Erwin, et al., 2009). 
Redes gênicas descrevem interações entre genes e seus produtos visando como o 
nível de expressão de um gene afeta o de outros (Brazhnik, et al., 2002). E como determinam 
isoformas, localização (tipo de célula), tempo e taxa de expressão do RNA (Mendes, 2001). E 
assim são os responsáveis primários pelo comportamento e função celular (Bolouri, et al., 
2014). Elas fornecem uma visão não aprofundada e sistêmica do estado fisiológico de um 
organismo no nível de mRNA e de atividade gênica considerando-se que a ação coordenada de 
um grupo de genes resulta em fenótipos, respostas e atividades celulares (Brazhnik, et al., 
2002). 
Deduzir experimentalmente as interações físicas entre genes individuais é uma 
tarefa muito trabalhosa (Cai, et al., 2013). Então, a inferência de redes biológicas é uma 
ferramenta importante para que as interações moleculares de um organismo sejam mapeadas 
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detalhadamente (Agostinho, et al., 2015). Sua complexidade é altamente relacionada com a 
organização de seus componentes celulares (Agostinho, et al., 2015). Análises de redes em 
escala genômica, proteômica ou metabolômica objetivam identificar propriedades de uma rede 
geral. Por outro lado, o estudo de redes menores permite a incorporação de dados que não 
podem ser analisados em grande quantidade e utilizam modelos para predições mais precisas 
do comportamento da rede (Baginsky, et al., 2010). A visualização de dependências diretas 
facilita a interpretação sistemática e compreensão das relações entre genes (Allen, et al., 2012). 
Redes gênicas são hierárquicas e algumas mudanças podem ter efeito maior que 
outras (Erwin, et al., 2009). Elas possibilitam que genes sejam ranqueados de acordo com sua 
importância controlando e regulando eventos celulares. Isso contribui para o entendimento de 
como caracteres complexos surgem e quais grupos de genes são candidatos a ser responsáveis 
por doenças e caracteres de interesse (Brazhnik, et al., 2002; Bolouri, et al., 2014). 
A conectividade pode ser usada como medida de robustez da rede e indicar o 
número de genes que precisam ser removidos para que os genes restantes da rede sejam 
desconectados. Esses genes podem explicar melhor o comportamento da rede (Thompson, et 
al., 2015). Em interações de proteínas e redes regulatórias, genes essenciais tendem a ser mais 
centrais e altamente conectados (Khurana, et al., 2013). Esses genes, chamados de hubs, podem 
ter papel relevante para a funcionalidade da rede e sua identificação ajuda encontrar genes com 
posições chave (Allen, et al., 2012; Thompson, et al., 2015). 
A qualidade de uma rede pode ser medida usando alguma variante do princípio de 
Guilt-By-Association (GBA) que estabelece que genes com propriedades funcionais similares 
tendem a interagir ou exibir perfis similares na rede (Ballouz, et al., 2015). Ou ainda, genes que 
apresentam padrão de expressão comum sob diferentes condições tendem a ser corregulados e 
possuir funcionalidade relacionada (Wang, et al., 2014). Porém, nem todo gene em um módulo 
necessariamente correlaciona com uma função para o qual está enriquecido. Pois, como 
módulos de coexpressão consistem de um número de genes elevado, qualquer super-
representação de um processo funcional ou grupo de genes se torna estatisticamente significante 
(Thompson, et al., 2015). 
Dados experimentais dos níveis de mRNA obtidos com o uso de tecnologia de 
larga-escala refletem o estado por trás de uma rede sob uma condição específica e são ricos em 
informações que podem ser exploradas para inferir a estrutura da rede (Cai, et al., 2013; 
Brazhnik, et al., 2002). Allen, et al. (2012) divide as estratégias para inferência de redes em 
quatro categorias: 1) redes probabilísticas (redes bayesianas); 2) métodos baseados em 
correlação (correlação de Pearson ou Spearman que são as redes de coexpressão); 3) métodos 
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baseados em correlações parciais (modelos gráficos gaussianos); e 4) métodos baseados na 
teoria da informação (critério da informação mútua que são as redes de relevância). 
Sistemas dinâmicos são complexos e o conhecimento sobre a estrutura da rede 
geralmente é incompleto. Isso dificulta a afirmação de que uma rede identificada e os modelos 
matemáticos são suficientes para representar o sistema adequadamente (Chang, et al., 2014). 
Segundo Thompson, et al. (2015) uma rede possui dois componentes: o primeiro a estrutura 
que especifica os reguladores de um gene-alvo e o segundo a função regulatória que é codificada 
por uma equação matemática. Essa equação descreve como estímulos individuais e regulações 
combinadas controlam a expressão. Para a aplicação dos modelos, é necessário considerar a 
qualidade dos dados e o escopo e utilidade do modelo diminuindo o ruído e a precisão limitada 
das medidas experimentais (Botman, et al., 2014). A modelagem pode ser definida em três 
passos que seriam: 1) a obtenção dos dados de expressão gênica quantitativa; 2) a estabilização 
da estrutura do modelo através de equações matemáticas; e 3) a estimação dos parâmetros a 
partir do modelo (Botman, et al., 2014). 
Nesse contexto de herbivoria, a inferência de redes regulatórias foi utilizada por 
Bekaert, et al. (2012) para inferir os custos da biossíntese de glucosinolatos para uma planta de 
Arabidopsis thaliana com defesa induzida. A Figura 3-5 mostra a rede obtida por eles e através 
dela, foi mostrado que a produção de glucosinolatos aumenta os requisitos de fotossíntese. 
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Figura 3-5 – Rede de coexpressão obtida para o estudo da biossíntese de glucosinolatos em A. 
thaliana como resposta à herbivoria. Pontos destacados em preto representam novas reações 
decobertas relacionadas a essa via (Bekaert, et al., 2012). 
3.8.1. Redes de Coexpressão 
Redes de coexpressão identificam quais genes tendem a mostrar padrão de 
expressão coordenado em um grupo de amostras e dentre os objetivos de seu uso estão a 
priorização de genes candidatos para doenças, anotação funcional de genes e a identificação de 
genes regulatórios (van Dam, et al., 2017). Esse tipo de estratégia utiliza a correlação (ou 
medidas relacionadas) do perfil de expressão gênica de múltiplas amostras para determinar 
regulações e funções comuns (Ballouz, et al., 2015) e é a forma mais direta de explorar uma 
rede (Allen, et al., 2012). Sua principal vantagem é que exige um esforço computacional muito 
baixo, permitindo que até o transcriptoma inteiro seja analisado de uma só vez fornecendo uma 
visualização global dele. 
A partir de dados de RNA-seq calcula-se a correlação de cada par de genes nas 
amostras de um experimento e dessa forma obtém-se a Matriz de Similaridade S = [si, j] na qual 
si, j é o coeficiente de correlação da transcrição de um par de genes i e j representados por cada 
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linha e coluna e S é a matriz de correlação (Allen, et al., 2012) Então um método para seleção 
de interações significativas através de um valor de corte é aplicado a si,j para determinar o 
significado biológico das conexões (Allen, et al., 2012) e se elas são relevantes (Gillis, et al., 
2011). Valores quantitativos podem ser expressos graficamente indicando a força da atração, 
mas geralmente os valores são convertidos para uma Matriz de Adjacência que é qualitativa e 
interações positivas podem ser representadas por 1, negativas -1 e 0 a ausência de ligações 
(Brazhnik, et al., 2002). 
O coeficiente de correlação de Pearson é o mais comumente utilizado para estimar 
a coordenação transcricional (Ruprecht, et al., 2012). Ele é calculado definindo uma função 
para o comportamento de dois genes e representa qual a precisão da função em explicar o 
comportamento dessas duas variáveis. Porém essa medida indica quais genes são ativos 
simultaneamente e geralmente, nos mesmos processos biológicos, mas não fornecem 
informação sobre causalidade ou distinção entre genes reguladores e regulados (van Dam, et 
al., 2017). Isso faz com que a rede obtida seja não direcionada. A Figura 3-6 ilustra os passos 
de obtenção da rede de coexpressão. 
 
Figura 3-6 – Obtenção de um rede de Coexpressão. 1) Valores de expressão dos genes sob diversas 
condições são obtidos experimentalmente; 2 e 3) Matrizes obtidas a partir da correlação – SA significa 
Sem Arco, CA significa Com Arco e NA significa Não Disponível. Itens marcados em vermelho 
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representam os que estão acima do valor de corte para serem considerados correlacionados; 4) 
Visualização da rede como um grafo (Adaptado de Carlson, et al., 2006) 
Outra desvantagem dessa abordagem é que frequentemente as redes são 
densamente conectadas enquanto redes biológicas são esparsas (Wang, et al., 2006). Por 
exemplo, são considerados três genes A, B e C. O comportamento biológico deles é 
representado por A que induz B para que então C seja induzido. Porém, como essa técnica 
considera tendências e sempre que A aumenta seu valor de expressão, B também aumenta e por 
sua vez causa aumento de C, então, será considerado que A está relacionado com C. É difícil 
diferenciar relações diretas das indiretas. 
Então é comum o uso de metodologias que ajudem a identificar quais interações 
são, de fato, relevantes. Esses métodos podem ser baseados em ranques ou estabelecendo um 
valor de corte no próprio coeficiente de correlação (Ruprecht, et al., 2012). Uma metodologia 
baseada em ranqueamento foi proposta por Mutwill et al. (2010) chamada Highest Reciprocal 
Rank (HRR) calculada par a par. Para todos os genes os valores de coeficiente de correlação 
entre ele e os seus ligantes são organizados do maior para o menor. O valor de HRR para um 
par de genes é definido verificando-se a posição do coeficiente de correlação no ranque para o 
gene e o par que está sendo comparado. Obtem-se a posição de maior valor que é então o HRR. 
A análise de agrupamento de redes é usada para agrupar genes com padrão de 
expressão similar em múltiplas amostras para produzir grupos de genes coexpressos ao invés 
de somente pares de genes (van Dam, et al., 2017). Existem diversas formas de executar o 
agrupamento dos genes de uma rede e uma delas foi descrita por Mutwill et al. (2010) que é o 
Heuristic Cluster Chiseling Algorithm (HCCA). Para cada nó da rede, ele gera uma nova rede 
com nós vizinhos considerando um número n de passos desse nó e nós que tem mais conexões 
fora dessa nova rede do que dentro são excluídos e essas redes são consideradas supostos grupos 
que são ranqueados pela conectividade de fora para dentro de acordo com o tamanho desejado 
dos grupos. Grupos não sobrepostos são formados e nós que não foram agrupados retornam a 
rede para que sejam reavaliados. 
3.8.2. Redes Bayesianas 
Redes bayesianas são atrativas por possuírem natureza probabilística que permite 
controlar o ruído herdado nos processos biológicos e o experimental (Allen, et al., 2012). 
Também pela sua flexibilidade para incorporar intervenções e fontes extras de dados 
(Agostinho, et al., 2015). São modelos robustos e versáteis (Needham, et al., 2009) com 
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estrutura concisa e fácil de interpretar (Frolova, et al., 2015). Há considerável interesse no seu 
aprendizado a partir de dados e conhecimentos a priori (Barlett, et al., 2013). 
São uma combinação entre teoria da probabilidade e teoria dos grafos (Agostinho, 
et al., 2015). Representam graficamente as distribuições de probabilidade conjunta multivariada 
através da fatoração consistente com a estrutura de dependência entre variáveis (Frolova, et al., 
2015). Assim, elas usam um grafo direcionado e acíclico, no qual os nós representam as 
variáveis aleatórias e os arcos definem dependência condicional entre elas. Do mesmo modo, a 
ausência de arcos define independência representando a distribuição de probabilidade conjunta 
dessas variáveis (Frolova, et al., 2015; Barlett, et al., 2013). 
Elas consistem de dois componentes sendo a estrutura gráfica G = (V, E) na qual V 
é um conjunto finito de nós e E é um conjunto finito de linhas direcionadas entre os nós. A 
estrutura gráfica indica um conjunto de parâmetros que representa a informação quantitativa da 
dependência (indicam a intensidade e natureza das interações através de distribuições de 
probabilidade condicional) (Huang, et al., 2013). Para cada nó v ∈ V no gráfico corresponde a 
uma variável aleatória Xv. O conjunto de variáveis associadas com o grafo G é então X = (Xv) 
com v∈V. Para cada nó v, com pais pa(v), uma distribuição de probabilidade local, p(xv|xpa(v)) é 
definida. Esse conjunto de distribuição de probabilidade local para todas as variáveis na rede é 
P. A rede bayesiana para um conjunto de variáveis aleatórias X é então o par (G, P). As relações 
são representadas por arcos que se originam em um nó e atingem outro, sendo que o nó no qual 
a interação é originada é chamado nó pai e o nó atingido, nó filho ou descendente. O conjunto 
de nós pode possuir variáveis discretas e contínuas, então V é dado porV   , onde   e   
são conjuntos de nós discretos e contínuos, respectivamente. O conjunto de variáveis X pode 
ser denotado como  v V ( , ) (( ) , ( ) )vX X I Y I Y      , onde I e Y são conjuntos de 
variáveis discretas e contínuas, respectivamente. Para uma variável discreta, δ,  denota o 
conjunto de níveis. 
Existem dois métodos principais para aprendizagem da estrutura da rede, sendo um 
deles baseado em limitações, que utiliza testes de independência condicional para identificar as 
relações entre as variáveis. Porém possuem a desvantagem de que os testes são conduzidos a 
partir dos resultados do anterior e isso leva a erros na identificação da estrutura da rede. E um 
segundo método de aprendizagem baseado em score, no qual são calculados scores para cada 
estrutura de rede possível e um algoritmo de busca é usado para achar de maior score (Huang, 
et al., 2013). Porém o número de redes possíveis cresce exponencialmente com o número de 
genes e a busca pode exigir grande esforço computacional e demandar muito tempo. 
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Então o estudo de S. frugiperda pode contribuir para implementação de técnicas 
que permitam seu controle. Considerando a grande disponibidade de dados de transcriptoma, 
bancos de ESTs e informações sobre a biologia desse grupo, é interessante aplicar metodologias 
que permitam integrar esses dados. A utilização de redes regulatórias mostra-se útil para 
cumprir esse objetivo. Assim, esse trabalho utiliza a abordagem de redes para obter uma visão 
desses dados focando principalmente processos digestivos. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 
4.1. Descrição das populações 
As populações foram obtidas conforme descrito em (Silva-Brandão, et al., 2017). 
A colônia da raça arroz foi originada de uma coleta de 170 larvas de Santa Helena de Goiás, 
Goiás em 2011. Elas foram mantidas no laboratório e tiveram seus adultos genotipados para 
determinar a raça. A colônia da raça milho foi originada de uma coleta de 317 larvas em Campo 
Mourão, Paraná em 2013. Ambas as coletas (da raça milho e arroz) foram no inverno. Os 
indivíduos dessa coleta foram mantidos no laboratório por aproximadamente 5 gerações, 
alimentando-se de dieta artificial. Então, as larvas da raça arroz foram mantidas por mais tempo 
alimentando-se de dieta artificial que as da raça milho, pois as larvas da raça milho foram 
coletadas dois anos depois. Para as duas raças, um casal de adultos foi selecionado e genotipado 
então estabeleceu-se as populações. Depois da ovoposição das fêmeas, os adultos foram 
removidos. Cento e quarenta e quatro larvas de indivíduos de cada uma das raças foram 
transferidas para placas com 1) dieta artificial baseada em feijão branco, 2) folhas frescas de 
arroz (O. sativa), cultivar Puitá INTA-CL e, 3) folhas frescas de milho (Z. mays), cultivar 2B688 
Dow Agrosciences; 4) folhas frescas de algodão (Gossypium spp.), cultivar CNPA 8H; 4) 
Algodão rico em gossipol, cultivar FM993. Assim, obteve-se 10 combinações: 
1. Raça milho em dieta artificial padrão; 
2. Raça arroz em dieta artificial padrão; 
3. Raça milho em folhas de milho; 
4. Raça arroz em folhas de milho; 
5. Raça milho em folhas de arroz; 
6. Raça arroz em folhas de arroz; 
7. Raça milho em folhas de algodão; 
8. Raça arroz em folhas de algodão; 
9. Raça milho em folhas de algodão rico em gossipol; 
10. Raça arroz em folhas de algodão rico em gossipol. 
As folhas frescas eram trocadas a cada dois dias durante o período de 
desenvolvimento larval. As larvas foram mantidas em condições de clima controlado a 27 ± 1 
°C e umidade relativa de 60 ± 10%, parte delas até pupação e parte até o quinto instar para 
estocagem no RNALater®. 
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4.2.  Descrição do experimento 
Para S. frugiperda encontram-se disponíveis dados de EST, transcriptoma e 
sequências genômicas. Os dados utilizados foram disponibilizados e processados pela Dra. 
Karina Lucas da Silva-Brandão (Pesquisadora do CENA/USP), responsável pelo projeto de 
Jovem Pesquisador “Genômica populacional: uma nova abordagem para estudos de especiação 
em insetos devido ao uso de hospedeiros aplicada ao desenvolvimento de estratégias 
sustentáveis de MIP” Processo Fapesp 2012/16266-7. A metodologia utilizada está descrita a 
seguir. 
Larvas de 5°-6° instar de S. frugiperda foram retiradas do RNAlater e tiveram o 
conteúdo intestinal lavado com soro fisiológico para eliminação de qualquer resíduo de 
alimentação. Em seguida, três conjuntos de 12 larvas (pois cada repetição era composta pelo 
material de 12 larvas) por condição foram macerados em nitrogênio líquido e armazenados em 
ultra freezer, a -80°C, até extração do RNA. O indivíduo inteiro foi macerado. 
O RNA total de cada uma das tréplicas foi extraído separadamente com Trizol (Life 
Technologies) em conjunto com o kit Direct-zol™ RNA kit (Zymo Research), totalizando 30 
extrações. Cada amostra foi diluída em 30 μl de Ultrapure water (Qiagen). O RNA total foi 
quantificado inicialmente em um Nanodrop (Thermo Scientific), e as razões 260/280 e 260/230 
foram estimadas para avaliar a pureza das amostras. Posteriormente, o RNA total também foi 
quantificado em um fluorômetro Qubit® 2.0 (Life Technologies). Uma alíquota destas amostras 
foi enviada para o Laboratório Central de Tecnologias de Alto Desempenho em Ciências da 
Vida (LaCTAD), na Unicamp, para a validação das amostras, preparo da biblioteca de RNA e 
sequenciamento na plataforma Illumina HiSeq 2500. A validação foi feita em um aparelho 
Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies) para verificação do RIN (RNA Integrity 
Number), que determina a integridade do RNA total. As bibliotecas foram construídas usando 
os kits Denaturing and Diluting Libraries for the HiSeq® and GAIIx (seguindo as 
recomendações de desnaturação e aplicação de um input do pool de 15pM por canaleta), 
TruSeq® RNA Sample Preparation v2 e cBot (Illumina), seguindo as instruções do fabricante. 
Cada uma das três réplicas para cada uma das 10 condições foi aplicada em uma canaleta do 
Illumina HiSeq 2500, totalizando três canaletas com 10 bibliotecas cada. 
Larvas de 1° instar das raças milho e arroz de Spodoptera frugiperda foram criados 
até pupação e eclosão dos adultos em diferentes condições descritas na seção 4.1. O 
desempenho larval das duas raças, em cada condição, foi estimado por medidas de peso nas 
larvas ao completarem 10 dias e peso de pupas 24 horas após pupação. Cerca de trinta e seis 
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lagartas de 5°-6° instar de cada condição foram acondicionadas em RNAlater para extração de 
RNA total (3 réplicas com 12 lagartas/réplica). Após o sequenciamento dos dados foram 
enviados ao Laboratório de Biologia Integrativa e Sistêmica do CBMEG/UNICAMP, onde o 
transcriptoma completo das larvas de S. frugiperda foi montado e anotado, totalizando 71.406 
contigs. Também foram feitas comparações par a par da expressão gênica entre todas as 
condições de alimentação larval. 
4.3. Filtragem e seleção dos genes 
Para o gênero Spodoptera há um banco de dados disponível chamado 
SPODOBASE3  (Nègre, et al., 2006) que possui 254.639 sequências de EST provenientes de 
10 bibliotecas diferentes. Entre essas bibliotecas encontram-se sequências de espécies do 
gênero Spodoptera, tecido adiposo, hemócitos; intestino, conjuntos de vários tecidos, hemócitos 
com reposta imune, células da linhagem Sf21 e Sf9, intestino induzido xenobioticamente. Todas 
essas sequencias foram baixadas e então usou-se o CD-HIT4 para que o transcriptoma fosse 
comparado a esses ESTs e os contigs com alta identidade fossem agrupados em conjuntos com 
sequencias de alta similaridade. Assim, sequencias altamente similares aos ESTs foram 
agrupadas fazendo-se uma filtragem daquelas que poderiam ser redundantes. Utilizou-se uma 
similaridade de 80%. 
Dos 71.406 contigs pertencentes ao transcriptoma montado, 55.094 foram 
agrupados em 24.185 sequências de EST e 16.312 contigs permaneceram pois, não alinharam 
com os ESTs. Após esse agrupamento restaram 40.497 ESTs e contigs. Então, para a rede, foi 
considerado que esse conjunto de ESTs mais os contigs representam todos os genes do 
transcriptoma. 
                                                 
3 http://bioweb.ensam.inra.fr/spodobase/ 
4 http://weizhongli-lab.org/cd-hit/ 
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Figura 4-1 Esquema de Agrupamento dos Contigs do Trancriptoma. Dos 71.406 contigs totais, 
55.094 foram agrupados em 24.185 ESTs pelo CD-HIT considerando-se 80% de similaridade. Os 
contigs restantes (16.312) foram mantidos. 
Os contigs que foram agrupados em ESTs tiveram seus valores de expressão 
selecionados num arquivo a partir do qual foi executado um algoritmo no R versão 3.4.3 ( R 
Development Core Team, 2017) para que o maior valor de expressão para cada repetição 
representasse o valor do EST independente do contig no qual estava. Considerou-se o de maior 
valor, para que fossem evitados casos nos quais a expressão foi diminuída por erros técnicos. 
Os contigs que não apresentaram similaridade com os ESTs permaneceram com seu valor de 
expressão. Foram considerados para expressão os valores de Fragmentos por Quilobase de 
Transcritos por Milhão (FPKM). 
Em geral, uma melhor qualidade dos dados de expressão tende a resultar em uma 
rede de coexpressão mais acurada, então é essencial ajustar índices de cortes para controle de 
qualidade (van Dam, et al., 2017). Após a obtenção dos valores para os contigs dos ESTs 
agrupados e os contigs sem alinhamento, foram feitas filtragens para eliminar contigs ou ESTs 
que tivessem muitos valores nulos (expressão igual a zero), a fim de evitar que adicionassem 
ruído a rede. Haviam três repetições para cada uma das cinco dietas que foram aplicadas a duas 
raças, totalizando 30 repetições. ESTs e contigs que possuíam no mínimo 20 valores iguais a 0 
foram eliminados a não ser que esses valores pertencessem a uma única condição. Por exemplo, 
se os três valores não nulos pertencessem as três repetições de um único tratamento pelo menos, 
o contig/EST já não era eliminado. Isso foi feito para que genes que fossem expressos somente 
em poucas condições ou exclusivos de uma condição, continuassem no conjunto de dados e 
essa informação não fosse perdida ou confundida com erro de medida. O mesmo critério foi 
considerado caso todos os valores não nulos estivessem presentes somente em uma das raças. 
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4.4. Medidas de desempenho 
Para as 144 larvas descritas na seção 4.1 foram obtidas medidas que representassem 
a performance/desempenho das larvas sob àquela determinada dieta. Cada uma das larvas foi 
pesada com 10 dias e também na empupação. Além disso, foi medido o tempo que a larva 
gastou para empupar e o tempo para virar adulto. Somando essas duas últimas variáveis, é 
possível obter o tempo total de desenvolvimento do indivíduo. 
Dessas 144 larvas sob cada dieta, 3 conjuntos de 12 larvas por condição foram 
amostradas aleatoriamente para compor cada repetição de cada dieta no RNA-seq. Então, para 
obter o valor dessas medidas para cada repetição, foi calculada a média dos indivíduos cujos 
RNAs foram utilizados para aquela repetição do RNA-seq. 
Para a comparação do valor dessas medidas em cada condição foi aplicado um Teste 
de Shapiro-Wilk para verificar se elas seguiam Distribuição Normal. Como constatou-se que 
elas apresentavam Distribuição Normal foi feita uma Análise de Variância para verificar se 
havia diferença nas medidas causada pelas dietas, raças ou interação desses fatores. Após 
verificar diferenças, foi feito um teste de médias para descobrir quais eram essas diferenças. 
Foi utilizado o Teste de Tukey. Essa análise foi feita utilizando-se o pacote “agricolae” 
(Mendiburu, 2017) do R. 
4.5. Elaboração das Redes 
Esta seção descreve as metodologias utilizadas para obtenção de cada tipo de rede. 
Inicialmente, utilizou-se a estratégia de redes de coexpressão através da correlação de Pearson. 
Esse passo teve como principal objetivo utilizar uma estratégia de baixo custo computacional 
para se obter uma visão geral das ligações entre todos os genes do transcriptoma. É importante 
frisar que nessa metologia nenhum critério de conhecimento biológico é aplicado a rede. 
Somente são obtidos os coeficientes de correlação de Pearson para todos os pares de genes do 
transcriptoma. Então, determina-se quais ligações serão consideradas significativas com base 
em um valor de corte. A ideia aqui é simplesmente ter um perfil em larga escala das relações 
entre os genes do transcriptoma e determinar grupos de genes mais correlacionados entre si. 
Assim, é possível observar tanto o comportamento de genes de interesse, quanto de genes que 
num primeiro momento não são o foco principal do trabalho, mas que podem afetar os que são; 
A segunda estratégia de obtenção de redes utilizada foi a de rede de coexpressão 
ponderada. Essa estratégia baseia-se na ideia de que redes biológicas seguem a topologia scale-
free. Note que no método anterior de obtenção de redes, a rede não foi forçada a apresentar um 
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determinado tipo de topologia. Já neste método, isso é feito calculando-se um fator de correção 
(k). Utilizou-se o coeficiente de correlação de Spearman obtido para cada par de genes. O valor 
desse coeficiente é elevado ao fator de correção (k). 
O uso dessa metodologia foi feito nesse trabalho por alguns motivos. Primeiro, 
porque esse tipo de rede amplifica o significado dos valores de correlação, ou seja, pares de 
genes com valor baixo de coeficiente de correlação tem seus valores diminuídos ainda mais e 
os que estão fortemente relacionados tem esse valor aumentado. Isso ajuda a distinguir melhor 
quais relações são, de fato, significativas. O segundo motivo foi que essa é uma estratégia de 
baixo custo computacional e portanto, permite tratar o transcriptoma inteiro. E terceiro, essa 
metodologia possui ferramentas que permitem selecionar módulos de genes mais 
correlacionados entre si. A partir disso, é possível traçar relações entre esses grupos de genes e 
características fenotípicas e determinar como esses grupos podem afetar os fenótipos. 
A terceira metodologia utilizada foi a das redes bayesianas. Ela possui alto custo 
computacional. Então, somente um número reduzido de genes pode ser utilizado. Isso faz 
necessária a seleção de grupos de genes de interesse. Esses grupos podem ser selecionados com 
base na ontologia dos genes limitando somente aos genes com funções de interesse. Podem 
também ser utilizados grupos definidos nas análises de rede anteriores, como módulos de 
interesse. E ainda, podem ser considerados os genes diferencialmente expressos. Essa 
abordagem foi utilizada porque permite saber a direção das interações, isto é, qual gene afeta 
qual. Outro motivo para sua utilização é que permite relaciona diretamente a expressão de 
genes, individualmente, com as variáveis de desempenho. 
4.5.1. Rede de correlação 
Para obtenção da rede de coexpressão, primeiro foi utilizada uma rotina no R para 
a obtenção do coeficiente de correlação de Pearson para cada par de genes. A partir desses 
valores, foram obtidos os valores de Highest Reciprocal Rank (HRR) para determinar a força 
de ligação entre os ESTs/contigs conforme proposto por (Mutwil, et al., 2010). Foi considerado 
um valor de HRR até 30. Depois de obtida essa rede, ela teve seus nós agrupados em 
aglomerados considerando o quanto eles eram interligados entre si através do método de 
Heuristic Cluster Chiseling Algorithm (HCCA) proposto por Mutwill et al. (2010). Tanto o 
algoritmo para cálculo do HRR quanto o HCCA são em linguagem Python e encontram-se 
disponíveis no site http://aranet.mpimp-golm.mpg.de/download.html. Aqui, esses 
agrupamentos de genes mais relacionados entre si serão chamados de aglomerados porque é 
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um termo que significa agrupamento e não será usado com outro significado. Assim fica mais 
claro saber a que se refere. 
O algoritmo de HCCA funciona criando uma sub-rede de vizinhança para cada nó 
a partir de n passos do nó. No caso, utilizamos 3 passos a partir de cada só. Para os nós que 
fazem ligações com outros nós que estão fora da sub-rede de vizinhança, observa-se o número 
de ligações, se esse número de ligações externas for maior que o número de ligações que ele 
faz com os nós pertencentes à sub-rede, esse nó é eliminado. Com o conjunto restante da sub-
rede, é formado um Suposto Aglomerado Estável. Esses suspostos aglomerados são 
comparados, os que são sobrepostos são excluídos e os aglomerados não sobrepostos são 
selecionados e retirados da análise que será repetida até que todos os nós sejam agrupados. Os 
números atribuídos aos aglomerados são pela ordem de formação deles e uma maneira de 
identificá-los. Então o Aglomerado 1 foi o primeiro grupo a ser formado pela análise e assim 
por diante. 
Com essas informações, foi executado um algoritmo feito em linguagem Perl para 
contabilizar quantos genes faziam parte de cada aglomerado e quantas ligações haviam entre os 
aglomerados. Com essa contagem foi possível importar essas medidas no Cytoscape versão 
3.5.1 e representar essas informações na rede. 
Todas as informações e redes foram armazenadas num banco de dados relacional 
em Structured Query Language (SQL). Isso facilita que possam ser selecionadas na rede 
somente as ligações que contem genes de interesse. Nesse trabalho observamos o 
comportamento das peptidases na rede e dos genes diferencialmente expressos. 
4.5.2. Análise de rede de coexpressão ponderada e associação de módulos 
com características fenotípicas 
O Weigthed Gene Correlation Network Analysis (WGCNA) é um pacote do R para 
elaboração de redes de coexpressão ponderadas (Langfelder, et al., 2008). Esse tipo de 
abordagem utiliza um fator de correção (k) que potencializa o valor do coeficiente de 
correlação. Ele amplifica as diferenças entre esses valores de coeficiente fazendo com que seja 
mais fácil distinguir as correlações fortes das fracas. Esse pacote permite que sejam usados 
tanto o coefieciente de correlação de Pearson quanto Spearman. Foi utilizado nesse trabalho, 
para essa metodologia, a correlação de Spearman. 
Primeiramente, ele apresenta uma função que agrupa os dados e exclui aqueles mais 
discrepantes considerando um corte no gráfico (Figura 4-2): 
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Figura 4-2 Representação do agrupamento dos dados. Repetições dos dados agrupadas pela 
similaridade para exclusão dos dados discrepantes. Linha vermelha representa o ponto de corte. 
Para definir o valor de k é utilizado o conceito das propriedades das redes 
biológicas. Ele leva em conta o ajuste do modelo de topologia scale-free e o valor médio da 
conectividade, ajudando a escolher redes que tenham poucos nós com muitas ligações e a 
maioria dos nós pouco ligados, conforme acredita-se que redes biológicas são. Dessa forma, 
selecionou-se o valor de 10 para k (Figura 4-3). Pois esse valor obteve um ajuste do modelo de 
mais que 90% e faz com que a maior parte dos genes da rede apresente poucas ligações. 
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Figura 4-3 Seleção do fator de correção. O primeiro gráfico mostra os coeficientes do ajuste e o 
segundo os valores e média da conectividade, a linha vermelha sinaliza o valor ideal de corte. 
Após a definição desses valores, foi calculada a matriz de adjacência, depois a 
matriz de similaridade e então foi feito o agrupamento dos genes mais similares em módulos e 
a associação desses módulos com as medidas de desempenho descritas na seção 4.4. 
4.5.3. Redes bayesianas 
As medidas de desempenho descritas na seção 4.4 foram utilizadas na elaboração 
dessa rede e tratadas como nós assim como os genes a fim de selecionar através dessa análise, 
quais os genes estão mais proximamente relacionados a elas e interferem em sua variação de 
uma maneira mais direta. Para isso, essas medidas foram classificadas em valores discretos 
através da fórmula de Sturges (Sturges, 1926) que é utilizada para representar possíveis valores 
de uma variável quantitativa em intervalos de números reais. Primeiro encontra-se o número de 
intervalos (k): 
k = 1 + 3.3*log(n) 
sendo n o número de registros válidos ou elementos observados com informação. Para o 
conjunto de dados utilizados foi encontrado o valor de 6 classes. 
Depois calcula-se a amplitude de cada intervalo (h): 
ℎ =
𝑚á𝑥𝑖𝑚𝑜 −𝑚í𝑛𝑖𝑚𝑜
𝑘
 
utilizando valores de máximo e mínimo do conjunto de valores possíveis. Então, as variáveis 
de desempenho foram discretizadas em 6 classes (1, 2, 3, 4, 5, 6) conforme determinado pela 
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fórmula de Sturges. Além disso, também foram utilizadas as dietas como nós, sendo que quando 
o indivíduo foi alimentado por uma dieta, seu valor era 1, se não, 0. As dietas foram 3 tipos: 
milho, arroz, dieta (dieta artificial baseada em feijão branco). Essa discretização tem como 
objetivo normalizar os valores dessas variáveis e torná-los comparáveis com as medidas de 
expressão gênica dos genes da rede, considerando-se que eles apresentam escalas de variação 
diferentes. 
Optou-se por utilizar a estratégia de redes bayesianas além da de coexpressão pois, 
essa estratégia permite que variáveis como essas possam ser adicionadas à rede além do tipo de 
relação entre os genes e a direção da interação. Para observar como as peptidases e os genes 
diferencialmente expressos influenciam essas características fenotípicas essa metodologia 
demonstrou-se interessante. Foram selecionados os genes que possuíam a palavra “peptidase” 
em sua classificação de GO e os genes que possuíam log-fold change pelo menos dez vezes 
mais (up) ou menos (down) expressos nas comparações entre as situações 1) raça milho na dieta 
de milho vs raça arroz na dieta de milho; 2) raça arroz na dieta de arroz vs raça milho na dieta 
de arroz; 3) raça arroz na dieta arroz vs raça arroz na dieta milho; e 4) raça milho na dieta arroz 
vs raça milho na dieta milho. 
O número de genes selecionados para a rede foi reduzido porque essa estratégia 
exige muito esforço computacional sendo impossível executá-la para um número muito grande 
de genes. Para obtenção dessas redes utilizou-se o software BNFinder 2.2 (Wilczynski, et al., 
2009) considerando o método de pontuação/score Minimal Description Length (MDL) que é 
um score menos robusto estatisticamente, mas que possui um melhor desempenho 
computacional quando o número de nós na rede é alto. Repetições com muitos valores nulos ou 
discrepantes foram descartadas. 
Foram elaboradas três redes bayesianas com as seguintes configurações: 
1. Peptidases, 3 dietas (dieta, arroz e milho) e as medidas desempenho. Num 
primeiro nível somente as variáveis discretas como reguladores e depois 
todas as peptidases. Número máximo de pais por nó considerado três; 
2. Genes 10x mais diferencialmente expressos, 3 dietas (dieta, arroz e milho) 
e as medidas de desempenho. Num primeiro nível somente as variáveis 
discretas como reguladores e depois todas as peptidases. Número máximo 
de pais por nó considerado três; 
3. Genes 10x mais diferencialmente expressos, peptidases, 5 dietas (dieta, 
arroz, milho, algodão, algodão rico em gossipol) e as medidas de 
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desempenho. Somente as variáveis discretas como reguladores da rede. 
Número máximo de pais por nó considerado cinco. 
Nos casos 1 e 2 foram utilizados os dados somente de três dietas porque não foi 
limitado o número de reguladores. Sem essa limitação a inferência das redes bayesianas exige 
muito esforço computacional. Assim não foi possível utilizar todas as dietas. O caso 3 
possibilitou utilizar as cinco dietas graças a limitação dos reguladores. 
A Figura 4-4 foi elaborada como um esquema para representar visualmente e 
resumir a estratégia utilizada para tratamento dos dados e obtenção das redes de coexpressão e 
bayesiana desse trabalho. 
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Figura 4-4 – Representação dos passos para obtenção das Redes de Coexpressão e Bayesianas. 
Dados foram alinhados com os ESTs disponíveis no SPODOBASE. Genes pertencentes a um mesmo 
EST, tiveram seu valor de expressão agrupado considerando o maior valor de expressão para a repetição. 
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Contigs ou ESTs com valores nulos para a mesma repetição foram eliminados tomando cuidado para 
não eliminar os que representassem uma condição única. Para a rede correlação, valores do coeficiente 
de correlação de Pearson são calculados no R e os arcos filtrados pelo HRR. Agrupa-se essa rede com 
o algoritmo de HCCA e contabiliza através de um algoritmo em Perl nós por aglomerado e número de 
ligações entre os aglomerados. GOs de são contados e representados na rede. Para a Rede de 
Coexpressão Ponderada, realiza-se a filtragem dos valores discrepantes, define-se o fator de correção 
para os valores de coeficiente de correlação e obtém-se a rede. A rede é dividida em módulos que são 
relacionados com características fenotípicas. Na rede bayesiana, o primeiro passo foi discretizar as 
medidas de desempenho. Após, obteve-se a média das repetições para cada tratamento. A rede foi obtida 
a partir dos dados utilizando-se o BNFinder. 
4.6. Análise de Ontologia, Anotação e Enriquecimento dos Genes 
Para representar a anotação e Ontologia Gênica na rede de maneira visual, foi 
necessário que esses termos fossem agrupados. Um algoritmo feito no R possibilitou que se 
considerasse somente a classificação de menor distância da raiz a fim de agrupar os genes num 
nível mais alto. Como o nível de classificação 1 de Ontologia Gênica não era muito informativo, 
quando o gene possuía nível 1, considerava a classificação de nível 2. Mas ainda assim, havia 
um número muito elevado de termos. Então esses termos foram agrupados considerando-se 
palavras-chave para reduzir o número de classificações. Com esse agrupamento, foi contado 
quantas vezes um desses agrupamentos aparecia em cada aglomerado e isso foi convertido em 
uma matriz qualitativa (0 indicando ausência da ontologia e 1 presença) na qual cada coluna 
era um termo e cada linha um nó da rede. Isso possibilitou a representação dessas informações 
no Cytoscape 3.5.1 (Shannon, et al., 2003). 
Uma análise de enriquecimento para cada aglomerado foi conduzida utilizando o 
pacote topGO do R (Alexa, et al., 2016). Ela teve o objetivo de saber quais categorias de GO 
estavam super-representadas em cada conjunto de genes. Foram utilizados os algoritmos 
“clássico” e “ponderado” considerando os termos de Função Molecular. Os dados foram 
sumarizados através do REVIGO5 (Supek, et al., 2011). Essa análise também foi realizada para 
os módulos encontrados com a Rede de Coexpressão Ponderada. 
4.7. Visualização das Redes 
A visualização das redes foi feita utilizando-se o software Cytoscape 3.5.1, 
ambiente padrão para análise e visualização de dados em Biologia de Sistemas, e tem a 
capacidade de integrar redes gênicas a partir de dados de expressão (Shannon, et al., 2003). Ele 
permite integrar interações moleculares e medidas de diferentes estados em uma estrutura 
                                                 
5 http://revigo.irb.hr 
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comum e assim conectar os dados com um amplo conjunto de parâmetros e outros atributos 
biológicos (Shannon, et al., 2003). 
4.8. Análise do Padrão de Expressão das Redes 
O ViaComplex é um software desenvolvido por (Castro, et al., 2009) e é uma 
ferramenta que permite uma avaliação generalizada da expressão de genes. Ele possui interface 
gráfica e permite o cálculo tanto a partir de dados de expressão como para um modelo de 
interesse de redes de regulação. 
Sua principal vantagem é disponibilizar a visualização dos dados como paisagens 
funcionais projetadas em mapas de redes gênicas através da distribuição dos dados nas redes, 
assim ele sobrepõe a informação funcional com a informação de interação dos genes. Além 
disso, possui recursos que permitem a comparação estatística entre conjuntos de dados 
diferentes. 
Esse software foi utilizado para se analisar o comportamento da expressão 
diferencial nas redes de coexpressão das peptidases e nas rede bayesianas, possibilitando a 
visualização de quais pontos da rede apresentaram maior expressão diferencial e se o efeito 
dessa diferença era positivo ou negativo. Ele mostra uma comparação normalizada dos valores 
de expressão de uma situação em relação a outra. Nesse caso, foram utilizados valores médios 
de expressão das repetições de cada condição. As repetições utilizadas para obtenção do valor 
médio são as representadas na Figura 4-2, conforme a filtragem descrita na seção 4.3. 
A normalização feita por esse software, segue a fórmula: 
𝑎
𝑎 + 𝑏
 
Sendo a, a primeira condição e b a segunda. No caso, o resultado é o como o valor 
de expressão da condição b se alterou em relação ao valor de expressão da condição a. Ele 
representa esses resultados em uma escala de cores, na qual quanto mais azul, mais o valor de 
expressão diminuiu e quanto mais vermelho, o valor de expressão aumentou, e verde, 
permaneceu igual. Esses valores são mapeados por cima da topologia da rede. 
Foram utilizadas tanto a topologia da rede das peptidases, obtida por correlação de 
Pearson, quanto as redes das peptidases e dos genes diferencialmente expressos obtidas através 
da metodologia de redes bayesianas. 
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4.9. Banco de Dados 
Todas as informações disponíveis foram armazenadas num banco de dados. Isso 
facilitou a consulta e sobreposição das informações. A Figura 4-5 representa a estrutura do 
bando de dados. 
 
Figura 4-5 Estrutura do Banco de Dados com as Informações de S. frugiperda. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
5.1. Redes de Coexpressão 
As redes de coexpressão permitiram visualizar o comportamento da expressão 
coordenada dos genes não só de forma geral, mas também num nível mais profundo com foco 
em grupos de genes de interesse específicos. Assim, foi possível observar na rede, categorias 
de genes que já eram descritas na literatura como importantes para processos digestivos. Com 
base nessas categorias, identificou-se quais os genes dessas categorias podem ter maior 
importância. 
Também como resultado, obteve-se uma descrição detalhada das relações dos genes 
do transcriptoma, principalmente das peptidases. Quando é feita a análise de expressão 
diferencial num experimento de RNA-seq, obtem-se conjuntos de genes que respondem a 
determinadas condições. Com as redes, além da informação desses conjuntos que já estavam 
analisados previamente, foram analisados quais desses genes tem maior influência sobre outros 
genes. Observou-se quais desses genes podem ter maior efeito caso deixem de ser expressos. 
As redes também permitiram a integração dos valores de expressão desses genes 
com outras fontes de informação. Isso possibilitou estudar não somente o comportamento dos 
genes, mas também como eles se relacionam com características fenotípicas dos organismos. 
Assim, também se obteve uma visão dos estados da rede com relação aos genes ativados e 
desativados nas condições estudadas. 
5.1.1. Topologia da Rede de Coexpressão 
Estudos com redes também criam a possibilidade da análise da topologia das redes 
e a dinâmica dos processos que a determinam. A topologia da rede faz parte do entendimento 
das características e comportamento de cada sistema (Barabasi, et al., 2003). 
A Figura 5-2, ilustra a estrutura da rede obtida para todos os genes (EST+contigs) 
do trancriptoma de S. frugiperda. Ela possui 40.253 nós e 246.314 arcos. Portanto, a média de 
ligações por gene é aproximadamente 6. Vale ressaltar que as ligações foram filtradas pelo valor 
de HRR estabelecido como menor ou igual a 3. Esse valor médio de ligações é importante 
porque serve como parâmetro para identificação de hubs. Hubs são nós da rede que possuem 
um número maior de conexões. Eles têm um significado biológico importante e serão discutidos 
na seção 5.1.5. A rede ficou bem densa com relação ao número de arcos. Essa característica 
acontece devido o método de correlação de Pearson. Ele não diferencia ligações diretas e 
indiretas. 
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O número de nós é maior porque essa rede está considerando todos os genes, 
independentemente do número de valores nulos que ele possuía. Vale lembrar que nessa 
abordagem com correlação de Pearson, as interações entre cada par de genes não levam 
consideração as ligações que eles fazem com outros. Portanto a presença de um gene não 
interfere nas interações de outros. Nessa rede é possível ter uma visão global dos padrões de 
regulação em S. frugiperda. 
A rede está organizada seguindo um arranjo gráfico que coloca genes mais ligados 
entre si mais próximos enquanto genes menos ligados, ficam mais distantes. Esse arranjo da 
rede é chamado de orgânico. É possível observar que a rede se divide em duas porções sendo 
uma delas maior concentrando a um número maior de genes (Figura 5-1a) e outra bem menor 
(Figura 5-1b). As duas porções são ligadas apenas por um número reduzido de ligações. Essa 
divisão em dois módulos indica que o organismo apresenta dois agrupamentos fortes de genes 
que são mais correlacionados entre si. Os genes da porção maior são pouco relacionados com 
os da porção menor e vice-versa.  
A comunicação das partes é feita por pouquíssimos genes. Esses genes que 
conectam as duas porções ficaram sem aglomerado (sNA) e serão abordados com mais detalhes 
na seção 5.1.4. A maior parte das peptidases encontra-se nessa porção menor da rede (Figura 
5-1b). Essa característica delas terem ficado, em sua maioria, na mesma porção mostra forte 
relação entre elas. Indica também como elas funcionam de maneira coordenada para manter as 
funções do organismo.  
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Figura 5-1 Visão Geral da Estrutura da Rede de Coexpressão. Regiões destacadas em azul 
representam a) Porção Maior da Rede; b) Porção Menor da Rede; e c) Genes Desconectados da Rede. 
Silva-Brandão et al. (2017) trabalhou com esse mesmo transcriptoma e em sua 
análise de expressão diferencial entre quatro comparações 1) raça milho (CS) na dieta de milho 
vs raça arroz (RS) na dieta de milho; 2) raça arroz (RS) na dieta de arroz vs raça milho (CS) na 
dieta de arroz; 3) raça arroz (RS) na dieta arroz vs raça milho (CS) na dieta arroz; e 4) raça 
milho (CS) na dieta arroz vs raça milho (CS) na dieta milho). Foram identificados 10 termos de 
GO para cada condição sendo as mais up e down diferencialmente expressos. Esses termos 
foram destacados na rede para identificar como ocorre a regulação dos genes pertencentes a 
essas classes. 
Embora os genes pertencentes a todas as classes de Ontologia Gênica (GO) 
mostradas na Figura 5-2 estejam espalhados por toda a rede, é possível observar que algumas 
delas apresentam genes que se concentram em regiões específicas da rede. Essas regiões foram 
destacadas com círculos na Figura 5-3, nos quais as cores dos círculos representam as funções 
dos genes de acordo com a legenda da figura. Genes de atividade catalítica possuem um grupo 
concentrado na parte maior da rede, inferior a esquerda. Genes associados a ligação a íons de 
ferro alguns ficaram altamente concentrados em duas regiões. Genes de ligação ao ATP também 
possuem um grupo mais concentrado em uma região. 
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Figura 5-2 –  Rede de Coexpressão para todos genes do transcriptoma.Nós representam os genes e arcos suas relações. Cores representam os termos de 
GO dos genes mais up ou down diferencialmente expressos.
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Essa é uma característica das redes biológicas conhecida como “guilt by 
association”, na qual genes que participam de um mesmo processo tendem a ficar próximos. 
Pois, por esse conceito, genes com funções relacionadas tendem a ser pares de interação ou 
compartilhar características como o padrão de expressão (Oliver, 2000). 
Muitos genes com atividade de transportador de lipídios ficaram concentrados em 
uma região mais periférica da rede, até mesmo num grupo separado das porções maiores da 
rede. Já as outras classes, como atividade oxidoredutase, ligação a nucleotídeos ou ácidos 
nucleicos, atividade transferase, ligação a íons metal distribuíram-se de uma maneira mais 
uniforme na rede e são muito abundantes por toda a rede. Classes de GO como essas, são muito 
amplas e englobam genes pertencentes a diversas vias metabólicas e com diferentes funções. 
Por isso, ficaram espalhados na rede todas. 
Geralmente, próximo aos genes de atividade catalítica encontram-se genes 
relacionados a ligação a heme, o que pode sugerir uma relação entre eles. Isso demonstra uma 
associação de GOs diferentes. Pode estar ocorrendo porque toxinas das plantas devem ser 
metabolizadas pelos insetos e as monooxigenases dos citocromos P450 têm papel fundamental 
nisso (Schuler, 1996). Esse grupo inclui um conjunto amplo de proteínas que possuem função 
catalítica comum, mas de diferentes vias metabólicas e as P450 microssomais clássicas são 
dependentes de heme (Schuler, 1996). Portanto, esses genes de função catalítica com relação 
direta com genes de ligação a heme podem ser interessantes por estarem relacionados a 
processos metabólicos de desintoxicação utilizado pelos insetos. 
Alguns termos foram de visualização muito difícil, mas isso se deve ao número 
reduzido de genes pertencentes a elas ou eles apresentavam mais de uma classe de GO e a maior 
se sobrepôs. 
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Figura 5-3 – Rede de coexpressão com regiões com alta concentração de genes de uma classe 
destacadas. Círculos representam a região da rede com grande quantidade de nós de uma classe e as 
cores o termo de GO associado a eles. Cores de categorias não representadas são as que tiveram seus 
nós distribuídos uniformemente pela rede. 
Roy et al. (2016) também realizaram um trabalho analisando dados de RNA-seq 
para comparar respostas de Spodoptera littoralis e as duas raças de S. frugiperda quando 
alimentadas com milho e dieta artificial baseada em feijão carioca. Com isso eles identificaram 
alguns termos de GO que foram super-representadas em resposta a esse estímulo através da 
classificação e enriquecimento dos genes diferencialmente expressos. 
Eles dividiram esses termos nos seguintes grupos: crescimento, defesa, 
desintoxicação, digestão, metabolismo, sinalização e transportadores. Ao analisar genes dessas 
classes na rede não foi possível identificar um padrão claro (Figura 5-4). Talvez isso se deva ao 
fato de que cada uma dessas classes apresentar diferentes categorias de GO. Todos os grupos 
foram bem distribuídos mas há uma maior quantidade de genes relacionados a desintoxicação, 
seguido por genes de defesa, sinalização e depois crescimento. Essa análise possibilitou 
identificar em que parte da rede encontram-se genes desses grupos. 
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Figura 5-4 – Rede de Coexpressão com categorias de GO possivelmente relacionadas a 
diferenciação da dieta destacadas. 
5.1.2. Genes Diferencialmente Expressos na Rede 
Foram identificados os genes diferencialmente expressos para as quatro 
comparações como descrito acima (as duas raças na mesma dieta e a mesma raça em dieta de 
milho e arroz). Ao destacar esses genes na rede, foi possível perceber que eles se concentram 
em uma região muito específica da rede, representada na Figura 5-5. Na porção menor da rede 
quase não são encontrados genes diferencialmente expressos. 
Essa concentração dos genes diferencialmente expressos (Figura 5-5) é uma 
característica esperada, pois respostas aos estímulos ambientais são captadas pelos receptores 
que podem estar dentre os genes diferencialmente expressos. Esses receptores vão 
desencadeando os sinais e causando efeitos nos genes mais próximos como uma cascata até que 
um grupo grande de genes tenha sua expressão alterada. Isso resulta na resposta e adaptação a 
circunstância imposta. Assim, a expressão diferencial de um gene tem grande influência nos 
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genes mais próximos a sua volta, fazendo com que eles também alterem seu padrão de 
expressão e sinal vai sendo passado aos seus vizinhos. 
É interessante ressaltar que apesar desses genes serem concentrados na mesma 
região da rede, mesmo que não necessariamente no mesmo aglomerado (conforme a Figura 
5-5), indica forte correlação entre eles. Porém, quando se olha todos os genes das mesmas 
categorias de GO que eles fazem parte, observando todos os genes das categorias de GOs dos 
genes diferencialmente expressos, estes encontram-se espalhados por toda a rede (Figura 5-2). 
A explicação para esse comportamento, pode ser que os genes diferencialmente 
expressos pertencem a categorias que são essenciais para o funcionamento do organismo. 
Mesmo que as funções exercidas por eles sejam diminuídas ou desativadas, elas devem 
continuar sendo exercidas por outros genes. Além disso, esses GOs têm papel importante em 
vários processos, não só os de digestão e desenvolvimento (Tabela 5-4). Funções celulares são 
conduzidas de uma maneira modular na qual um grupo de moléculas interage fisicamente ou 
funcionalmente para alcançar uma função e esses grupos corregulados de moléculas governam 
vários estágios do ciclo celular e funções vitais (Hartwell, et al., 1999). 
 
Figura 5-5 – Rede de Coexpressão com genes diferencialmente expressos destacados em vermelho 
e as peptidases em azul. 
5.1.3. Genes Desconectados da Rede 
Há alguns poucos genes que formaram pequenas ligações entre si, mas que não 
estão ligados a alguma das porções maiores de genes da rede (Figura 5-1c). Eles estão 
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organizados em duplas, trios ou no máximo quintetos. Ficaram completamente desconectados 
da parte maior da rede. Esses totalizam 346 genes com 198 arcos entre si e 271 deles não 
possuem informação de anotação. 
No que diz respeito a Função Molecular, os termos que mais aparecem entre eles 
são: ligação a nucleotídeos, ligação a íons metal, atividade oxidoredutase, hidrolase, 
transferases, ligação a ATP e DNA, ligação a íons zinco, quinase e ligação ao RNA. Para 
Processo Biológico, as classes que mais aparecem são: processo metabólico, oxirredução, 
iniciação da tradução, via de sinalização mediada pela integrina, integração de DNA, formação 
do complexo de pré-iniciação da tradução, regulação da iniciação da tradução, transdução de 
sinal, processo catabólico de proteína dependente de ubiquitina e proteólise. Na classificação 
de componente celular, eles estão localizados principalmente como componentes integrais de 
membrana, núcleo, citoplasma, membrana, nucléolo, complexo micro-ribonucleoproteico, 
mitocôndria, membrana plasmática, e complexos eucarióticos de pré-iniciação 43S e 48S. 
Há duas peptidases entre esses genes sendo uma serino-peptidase (SF1F07984-5-
1) e uma aspártico-peptidase (SF2M08060-3-1). As duas se ligam cada uma com um gene de 
anotação desconhecida. Dos grupos maiores, para um deles com cinco genes não há anotação. 
Um quarteto, no que diz respeito a processo biológico, possui um gene relativo a partícula 
reguladora do proteossomo (SF9LR354069-5-1-C1), um do complexo proteossômico 
(SF9LR562169-5-1-C1), e outro que participa do processo catabólico de proteínas dependentes 
de ubiquitina mediado pelo proteossomo (SF9LR751890-5-1-C1). 
Um deles tem função molecular de ligação a DNA danificado e está localizado no 
núcleo (SF9LR751890-5-1-C1). Há um outro grupo de cinco genes, dos quais só um possui 
anotação (c175612) sendo referente a silenciamento da cromatina no telômero e metilação de 
histona H3-K4. O último grupo com alguma anotação disponível, possui quatro genes sendo 
apenas um deles anotado (SF9LR753034-5-1-C1). Ele é relacionado ao processo biológico de 
integração de DNA e função molecular de ligação a ácido nucleico e íon zinco. 
A existência de módulos isolados em redes biológicas é incomum. Provavelmente 
eles se combinam para formar uma organização hierárquica da rede (Ravasz, et al., 2003). 
Foram encontradas anotações de categorias bem essenciais ao funcionamento do processo de 
expressão gênica, como metilação de histonas, silenciamento de RNA, ligação a íons e DNA 
etc. Também podem ser genes gerados por montagem errada de transcritos. Evidências para 
isso são que a maioria deles não possui anotação; os que possuem anotação estão 
correlacionados entre si e apresentam anotação semelhante. 
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5.1.4. Divisão da Rede em Aglomerados 
A rede foi dividida em grupos de genes que eram mais relacionados com base no 
método de agrupamento HCCA. Ela apresentou um total de 321 aglomerados, 25 subgrupos 
(genes relacionados, mas não em número suficiente para formar um aglomerado) e grupo de 
genes sem aglomerado. O grupo de genes sem aglomerado (sNA) é o maior deles com 619 
genes e faz várias ligações fracas com diversos outros aglomerados. A ligação entre as duas 
porções da rede é feita através de genes pertencentes a esse aglomerado. 
A Figura 5-6, representa a rede, na qual os nós representam os aglomerados. Quanto 
maior é seu tamanho, mais genes fazem parte dele. Os arcos representam as interações entre os 
aglomerados. Quanto mais espesso, mais genes de um aglomerado fazem ligações com os genes 
do outro aglomerado. Para facilitar a comparação dos tamanhos dos aglomerados eles foram 
divididos nas categorias Grande, Médio e Pequeno conforme a Tabela 5-1. Para essa divisão 
também foi utilizado o Método de Sturges descrito na metodologia. 
Tabela 5-1 Classes de Tamanho dos Aglomerados 
Categoria Número de Genes 
Grande Mais que 179 genes 
Médio Entre 110 e 178 genes 
Pequeno Menos que 109 genes 
E para a intensidade das ligações, elas foram divididas em Muito Fraco, Fraco, Normal, 
Forte e Muito Forte, conforme a Tabela 5-2: 
Tabela 5-2 Classes para Número de Ligações Entre os Aglomerados 
Categoria Número de Ligações 
Fraco Menos que 79 
Muito Fraco Entre 79 e 156 
Normal Entre 157 e 234 
Forte Entre 235 e 312 
Muito Forte Mais que 312 
Na parte menor da rede (Figura 5-1a), os aglomerados fazem ligações bem fortes entre 
si. Alguns aglomerados, mesmo sendo pequenos, ligam-se fortemente como 91 e 250, 236 e 
168, 5 e 97, e 13 e 205. Os subaglomerados, em sua maioria englobam os genes que ficaram 
separados da rede. Somente alguns ficaram conectados às partes maiores da rede. 
67 
 
 
A divisão da rede em aglomerados permite capturar padrões específicos de 
interconexões que caracterizam a rede num nível local (Barabási, et al., 2004). O grande número 
de aglomerados pequenos mostra que há grupos com poucos genes mais relacionados entre si, 
porém menos relacionados com o todo. Eles podem estar relacionados com respostas a 
condições específicas, uma vez que sua ativação/desativação depende de um caminho 
específico. Caso o sinal para ativação/desativação seja desencadeado, devido a forte relação 
entre os genes do aglomerado, essa resposta não pode sofrer interferência e ocorre de forma 
rápida. 
A Figura 5-6 possui os nós coloridos conforme a classificação dos termos de GOs 
presentes nos aglomerados que os compõem considerando-se a categoria de Componente 
Celular. Genes localizados no núcleo/nucléolo/nucleossomo e na membrana são os mais 
presentes por toda a rede. A maioria dos aglomerados possui uma grande quantidade deles. São 
muito comuns aglomerados médios ou pequenos compostos somente por uma dessas classes ou 
a combinação das duas, principalmente na parte central da porção maior da rede. Todos os 
aglomerados possuem pelo menos uma dessas duas localizações. Isso porque genes localizados 
nesses componentes celulares são fundamentais para o funcionamento da célula. No núcleo 
celular encontra-se toda a maquinaria responsável para a transcrição e tradução. 
No geral, aglomerados com termos similares ficaram mais próximos na rede, mas 
nem sempre os que são fortemente relacionados apresentaram o mesmo padrão de termos de 
GO. Isso segue a propriedade de “Guilt by Association”. Aglomerados da porção menor da 
rede (Figura 5-1b) possuem mais termos associados enquanto os da porção maior (Figura 5-1a), 
geralmente apresentam um número menor, sendo mais uniformes. Mas mesmo os aglomerados 
compostos de genes de muitos termos de GO, ficaram concentrados numa mesma parte da rede 
quando suas funções eram parecidas. Por exemplo, na parte inferior da porção menor da rede. 
O aglomerado sNA possui genes localizados no núcleo/nucléolo/nucleossomo, intracelular, 
membrana, citoplasma, citoesqueleto, e região extracelular. 
Os termos da categoria Processo Biológico também foram representados (Figura 
5-7). Nessa rede há um número maior de termos representados, portanto os aglomerados 
apresentam mais classes de GO representadas. O aglomerado sNA, por exemplo, apresenta 30 
classes de genes sendo as maiores: transporte, ciclo do ácido tricarboxílico, regulação, 
sinalização, processo metabólico, processo biossintético e citoesqueleto. As maiores classes 
podem ser de regulação, sinalização e transporte justamente porque esse cluster faz a 
comunicação entre muitos genes. 
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Novamente mantém-se o padrão de que aglomerado mais próximos apresentam 
composição de funções similares. Isso não é válido para dois daqueles pares citados como 
aglomerados fortemente conectados. O aglomerado 91 possui os termos citoesqueleto, processo 
de oxidação/redução, transporte e sinalização, enquanto o 250 possui também transporte e 
sinalização, mas além desses, transcrição/tradução, processo metabólico, e recombinação. E o 
aglomerado 205 possui recombinação, regulação, e transporte enquanto o 13 possui transporte, 
processo metabólico, sinalização, fosforilação/desfosforilação e DNA. A proporção de funções 
nos aglomerados da porção menor da rede também é similar de um aglomerado para o outro, já 
na porção esquerda da rede, a composição deles é mais desuniforme. 
Na porção maior da rede, principalmente na parte superior, há uma concentração de 
aglomerados que possuem o termo de processo biossintético. Na porção menor da rede, há 
poucos aglomerados com esse termo. O termo montagem praticamente não aparece na porção 
menor da rede e na maior ele é mais frequente. 
O módulo maior tem pelo menos duas vezes mais genes que o menor. Ele possui 
muitos aglomerados pequenos que fazem ligações mais fracas entre si. Quase todos os genes 
diferencialmente expressos encontram-se localizados nele. Esta intrincada trama de relações 
sugere que os genes identificados nesse módulo podem mais facilmente ser desativados, já que 
como estão menos conectados. Um gene com poucos pares ao ser desativado não terá uma via 
alternativa que induza sua expressão. 
Como esse módulo maior apresenta quase todos os genes diferencialmente 
expressos, observa-se que há uma grande quantidade de vias que podem ser 
ativadas/desativadas quando o organismo é submetido a diferentes dietas ou até mesmo padrões 
que já são específicos da raça. Esse módulo parece estar relacionado também com respostas 
mais rápidas dos indivíduos aos estímulos externos. 
O módulo menor possui aglomerados mais conectados entre si. Essa característica 
do módulo menor sugere que ele contém genes mais essenciais ao organismo como um todo. 
Pois como eles são mais interconectados entre si, mesmo que alguns genes ou vias sejam 
desativadas, eles continuarão sendo expressos e funcionando através de outro caminho, ainda 
que de maneira reduzida. Essa característica de alta conectividade, torna a rede robusta e menos 
vulnerável a modificações (Barabasi, et al., 2003). Outro fator que contribui para essa 
observação é que poucos genes diferencialmente expressos são encontrados nesse módulo, 
mostrando que independente da dieta ou raça, esses genes continuam sendo expressos de 
maneira uniforme. Pode-se sugerir que esses são genes de housekeeping, necessários para o 
funcionamento normal do organismo. 
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Provavelmente, as respostas dos genes desse módulo às condições submetidas, são 
mais lentas, pois dependem de uma diferenciação em grande parte do módulo maior da rede, 
para que depois sejam transmitidas a esses genes e também tem que ocorrer em vários pontos 
para que possam de fato ter efeito. Nesse módulo, a composição de termos de GOs dos 
aglomerados também possui maior distribuição e isso também contribui para que as funções 
continuem ocorrendo mesmo que alguns genes sejam desligados. Redes biológicas apresentam 
robustez topológica que garante que mesmo desativando um número substancial de nós, a rede 
não é desintegrada havendo uma proteção contra possíveis falhas (Barabási, et al., 2004). 
A divisão da rede em dois módulos maiores (Figura 5-2) pode ter ocorrido porque 
componentes moleculares de um aglomerado interagem com outros componentes de outros 
aglomerados externos e tipos específicos de aglomerados se agregam formando módulos 
maiores (Barabási, et al., 2004). Os aglomerados da rede em sua maioria apresentaram funções 
bem distribuídas entre si. Isso é observado, principalmente, com relação a função molecular 
(Figura 5-8). Todos os aglomerados têm várias funções e os aglomerados mais próximos, 
tenderam a ter o mesmo grupo de funções. Isso pode ter ocorrido porque funções distintas 
interagem entre si, e todas precisam funcionar de maneira coordenada para que processos 
celulares maiores ocorram. 
Os genes que ficaram sem aglomerado (aglomerado sNA) são importantes para 
realizar a comunicação entre os dois módulos da rede (Figura 5-6, representado pelo hexágono). 
Ele é o maior aglomerado de todos, mostrando que essa comunicação depende de muitos genes 
e esses genes pertencem a diversas funções. Muitos deles são de funções relacionadas a 
sinalização e transmissão de estímulos como ligação a diversas moléculas e íons, atividade de 
canal, fator de troca, fator de crescimento/hormônios, transferase e transportadores. Isso destaca 
a sua importância em fazer a comunicação e transmissão de estímulos entre muitos genes.
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Figura 5-6 – Rede de Coexpressão dos Aglomerados com GOs da Categoria Componente Celular. Nós da rede representam os aglomerados com todos os 
genes pertencentes a eles agrupados. Quanto maior o nó, maior o número de genes pertencentes a ele. Arcos representam ligações entre os genes do aglomerado. 
Quanto mais espesso o arco, maior o número de ligações. Cores representam termos de GO da categoria Componente Celular associados ao aglomerado.
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Figura 5-7 – Rede de Coexpressão Agrupada com Representação dos GO de Processo Biológico. Nós da rede representam os aglomerados com todos os genes pertencentes 
a eles agrupados. Quanto maior o nó, maior o número de genes pertencentes a ele. Arcos representam ligações entre os genes do aglomerado. Quanto mais espesso o arco, maior 
o número de ligações. Cores representam termos de GO da categoria Processo Biológico associados ao aglomerado.
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Por fim, também foram representadas na rede os termos da categoria de Função 
Molecular (Figura 5-8). A classe mais presente na rede é ligação. Boa parte dos aglomerados 
tem mais 25% de sua composição com essa classe. Isso ocorre porque ela engloba todos os 
tipos de ligação com moléculas desde íons, ácido nucleicos e etc. Outra classe muito presente 
em quase todos os aglomerados é a de atividade hidrolase/hidratase e também de atividade 
oxidase/oxidoredutase/oxigenase. Isso porque essas funções são necessárias em muitos 
processos e muitos tipos de genes são classificados nelas. 
Mais uma vez, mantem-se o padrão de que aglomerados com termos associados 
parecidos tendem a ficar mais próximos na rede. O aglomerado sNA mais uma vez apresentou 
um número diversificado de GOs, 18 termos, sendo os mais frequentes ligação, transportadores, 
atividade oxidase/oxidoredutase/oxigenase, atividade catalase/catalítica e atividade 
hidratase/hidrolase. Também para essa categoria a porção maior da rede possui aglomerados 
com um número menor de termos, enquanto na outra parte eles possuem uma maior divisão de 
termos, há um número maior de classes representadas em cada aglomerado. 
A parte inferior da porção menor da rede mostrou aglomerados com termos de GOs 
uniformes para todas as categorias as três categorias enquanto diferenças ocorrem no restante 
da rede. Aglomerados dessa região são fortemente ligados entre si, mas para algumas categorias 
mesmo eles sendo altamente relacionados, o padrão de termos similares não se manteve. Para 
todas as três categorias, o aglomerado sNA também foi o que apresentou mais termos 
associados.
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Figura 5-8 – Rede de Coexpressão Agrupada com Representação dos GO de Função Molecular. Nós da rede representam os aglomerados com todos os genes pertencentes 
a eles agrupados. Quanto maior o nó, maior o número de genes pertencentes a ele. Arcos representam ligações entre os genes do aglomerado. Quanto mais espesso o arco, maior 
o número de ligações. Cores representam termos de GO da categoria Função Molecular associados ao aglomerado.
74 
 
 
Na parte maior da rede, os GOs mais comuns nos aglomerados são: ligação ao ATP, 
aos íons cálcio, atividade motora do microtúbulo, ligação a íons zinco, DNA polimerase 
direcionada por RNA, ligação aos ácidos nucleicos, oxidoredutase, serino endopeptidase, 
ligação a microtúbulos, ATPase, ligação ao dinucleotídeo flavina-adenina, ligação ao DNA, 
ligação aos íons metal, receptor de glutamato ionotrópico, componente estrutural de ribossomo 
e transferase ubiquitina-proteína. Essa parte possui aglomerados enriquecidos com 411 
categorias de GO exclusivas, cujos aglomerados da parte menor da rede não são enriquecidos. 
Numa visão mais geral, essa parte é enriquecida pelas categorias: ATPase, aspártico-
endopeptidase, ligação a íons cálcio, ligação a íons zinco, ligação a íons metal, DNA polimerase 
direcionada por RNA, oxidoredutase atuando em grupos de doadores CH-OH, receptor 
acoplado a proteína G, canal sódio fechado pela voltagem. 
Na parte menor, a maioria dos aglomerados apresentaram os seguintes termos: 
serino endopeptidase, DNA polimerase direcionada por RNA, componente estrutural de 
ribossomo, ligação aos íons zinco, transferase ubiquitina-proteína, ligação a quitina, amidase 
N-acetilmuramoil-L-alanina, peptidase, ligação ao fosfatidilinositol, ATPase, hidrolase éster 
carboxílica, endonuclease, fosfatase de proteína tirosina, hidrolase éster sulfúrica, hidrolase 
ubiquitinil dependente de tiol. Essa parte possui aglomerados enriquecidos com 173 categorias 
de GO exclusivas, cujos aglomerados da parte maior da rede não são enriquecidos. Num geral, 
esse módulo é enriquecido pelos termos: serino-endopeptidase, N-acetilmuramoil-L-alanina, 
hidrolase éster carboxílica, ligação aos ribossomos, ligação aos íons molibdênio, atividade 
redutase citocromo-b5 atuando no NAD(P)H, canal de íons mecanicamente fechado, atividade 
de adaptador tripleto códon-aminoácido, constituinte estrutural do cromossomo. 
5.1.5. Número de Ligações Feitas pelos Genes da Rede - Hubs 
Observando o número de ligações entre os genes da rede (Figura 5-9), vê-se que o 
número de genes diminui com o aumento com o aumento do número de ligações, isto é, há uma 
maior quantidade de genes fazendo poucas ligações. O número de genes que fazem muitas 
ligações é menor. 
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Figura 5-9 – Distribuição dos Genes pelo Número de Ligações. Os valores em y representam quantos 
genes fazem o número de ligações representados em x. 
Essa é uma característica das redes biológicas que seguem o tipo de topologia 
“scale-free” nas quais, poucos nós fazem um número grande de ligações, sendo chamados hubs 
e a maior parte dos genes tem um número reduzido de ligações (Barabasi, et al., 2003). Essa 
propriedade é devida a atração preferencial, a qual significa que genes introduzidos mais 
recentemente na rede tendem a ligar-se aos nós que já possuem muitas ligações. E também ao 
padrão de crescimento, no qual nós mais antigos na rede tem maior probabilidade de adquirir 
novas ligações (Hein, et al., 2006). 
A provável causa para a ocorrência disso pode ser justificada pela duplicação gênica 
pois, genes duplicados interagem com um mesmo par (Barabási, et al., 2004). Esses nós têm 
papel importante na rede pois uma vez que são desativados ou induzidos, vários outros nós são 
influenciados por eles. 
Foram selecionados todos que faziam de 25 a 30 ligações, totalizando 4995 genes 
e então se contabilizou o número de vezes que cada termo de GO aparecia para esse grupo de 
genes sendo considerados como mais importantes os 15 termos mais frequentes (Figura 5-10). 
Desses, os termos de GO mais frequentes em componente celular foram: ribossomo, 
componente integral da membrana, intracelular, citoplasma, complexo de ribonucleoproteína 
intracelular, membrana, núcleo, mitocôndria, complexo de micro-ribonucleoproteína, nucléolo, 
membrana mitocondrial interna, região extracelular, membrana plasmática, cadeia respiratória, 
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subunidade maior do ribossomo, microtúbulo e complexo de ATP sintase de transporte de 
próton mitocondrial. 
Em função molecular, os termos de GO mais frequentes foram: ligação a 
nucleotídeos, constituinte estrutural de ribossomo, atividade hidrolase, ligação a ATP, ligação 
a íons metal, atividade oxidoredutase, ligação ao íon zinco, atividade catalítica, transferases, 
atividade de peptidase, ligação a ácidos nucleicos, ligação a RNAs, serino-peptidase, ligação a 
DNA e ligação a GTP. 
Na categoria de Processo Biológico, os termos mais frequentes desses hubs foram: 
processo metabólico, processo de oxidação-redução, tradução, proteólise, transporte, iniciação 
traducional, silenciamento de gene por miRNA, processamento de RNA, transdução de sinal, 
transporte transmembrana, processo metabólico de carboidratos, transdução de sinal mediado 
pela pequena GTPase, transporte de proteína intracelular, transporte transmembrana de íon de 
hidrogênio, elongação traducional. 
Através da Figura 5-10, é mostrado que os GOs mais frequentes nos hubs têm 4 
categorias diretamente relacionadas a digestão, e o restante de transferases, ligação a moléculas 
e íons. Silva-Brandão, et al. (2017) ao fazer as comparações dos genes diferencialmente 
expressos encontrou 16 categorias de GO entre esses genes. Dessas categorias, 10 fazem parte 
das mesmas das quais os hubs são classificados, ressaltando sua importância na regulação da 
rede além da relação dos genes desses grupos de funções na regulação do desenvolvimento dos 
indivíduos em resposta as dietas. 
É sugerido por Barabási, et al., (2004) que esses nós mais conectados apareceram 
primeiro na história evolutiva da rede e ao observar as funções desses hubs encontra-se genes 
como coenzimas NAD, GTP e esses são elementos de vias metabólicas mais antigas. E de fato, 
observando essa Figura 5-10 encontra-se essas categorias de GO, ligação a NAD, GTP, ácidos 
nucleicos, RNA, DNA, metais e outros de vias mais conservadas e antigas. 
 
77 
 
 
 
Figura 5-10 – Representação dos termos de GO que foram mais frequentes nos hubs. a) GOs dentro 
da categoria de Componente Celular; b) GOs dentro da categoria de Função Molecular; c) GOs dentro 
da categoria de Processo Biológico. 
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5.1.6. Aglomerados Ricos em Peptidases 
De todos os aglomerados, 122 contêm peptidases, porém 71 deles possuem até no 
máximo três peptidases e 15 possuem 10 ou mais peptidases (Tabela 5-3). Alguns aglomerados 
mesmo sendo pequenos apresentaram um alto número de peptidases. Isso pode ser visto pelos 
valores de porcentagem. 
Tabela 5-3 Aglomerados com maior número de peptidases 
Aglomerado Número Total de Genes Número de Peptidases 
50 199 10 (5.03%) 
2 127 11 (8.66%) 
106 111 12 (10.8%) 
5 152 12 (7.89%) 
24 128 13 (10.2%) 
123 49 14 (28.6%) 
127 98 14 (14.3%) 
176 199 14 (7.03%) 
245 81 15 (18.5%) 
233 133 16 (12.0%) 
10 115 17 (14.8%) 
41 64 18 (28.1%) 
301 55 21 (38.1%) 
183 97 21 (21.6%) 
95 206 22 (10.7%) 
Total 1814 230 
Todos esses aglomerados apresentam alguns GOs de Função Molecular associados 
a termos comuns. Quinases e hidrolases porque peptidases fazem parte desses grupos. Atividade 
de oxirredução e atividade catalítica porque peptidases exercem essas atividades. Quase todos 
eles também apresentam as funções moleculares de transportador/transferases e ligação, pois 
as peptidases dependem muito dessas atividades para funcionarem. Algumas dependem de íons 
e todas dependem que seus produtos sejam transportados. Muitos desses aglomerados também 
possuem genes com função de transdução de sinal, carregadores e ativadores/inibidores. Isso 
mostra como as peptidases dependem da comunicação celular e estão sujeitas a detecção de 
estímulos do ambiente. 
Para os 320 aglomerados, foram obtidos os treemaps com suas categorias de 
enriquecimento. Desses, 46 estão enriquecidos com alguma categoria de peptidases. A Tabela 
5-4 mostra esses aglomerados e as 10 principais funções com as quais eles estão enriquecidos. 
Os aglomerados 0, 20, 73, 83, 96, 102, 171 e 285 são enriquecidos para peptidases do tipo 
aspárticas. Desses, os aglomerados 0, 73, 96 e 285 estão enriquecidos também com categorias 
de ligação a íons metal e os aglomerados 20, 83, 102, 171 e 285 com ligação a ácidos nucleicos. 
Quatro aglomerados são enriquecidos para metal carboxipeptidases, 14, 24 e 34 e 144. Três 
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deles são também enriquecidos para serino-peptidases. As metal aminopeptidases aparecem em 
quatro aglomerados também, 0, 41, 220 e o 249. As serino-peptidases estão enriquecidas no 
maior número de aglomerados, 23 sendo eles: 10, 24, 35, 36, 57, 73, 84, 106, 123, 127, 144, 
183, 186, 194, 211, 220, 233, 242, 270, 301, 310 e 312. As treonino-peptidases aparecem apenas 
em 2 aglomerados: 35 e 192. 
As categorias que mais aparecem nos aglomerados são: ligação a íons zinco, ligação 
a ácidos nucleicos, atividade de DNA polimerase direcionada por RNA, ligação a íons cálcio, 
ligação a GTP, atividade GTPase, ligação a microtúbulos, atividade oxiredutase e atividade 
transferase de proteína-ubiquitina. Essas categorias podem estar diretamente relacionadas ao 
funcionamento das peptidases. 
Além disso, foi observado que aglomerados enriquecidos com serino-peptidases, 
em sua maioria também foram enriquecidos para categorias relacionadas a ligação a quitina ou 
quitinase, MAP quinases (35 e 57), nucleosídeo difosfato quinase (35 e 233), transportador 
transmembrana de nucleosídeos (24), transferases (35, 36, 312), atividade amidase N-
acetilmuranol-L-alanina (57 e 301). Esse tipo de amidase ativa vias antimicrobiais na hemolinfa 
e células de insetos (Wang, et al., 2003). Já os termos de ligação a quitina e quitinase podem 
estar relacionados com as quitinases que as plantas produzem em resposta ao ataque dos insetos. 
Cisteíno-peptidases foram relacionadas com receptor acoplado a G-protein 
(GPCRs) (143, 147 e 150). Neuro-hormônios de insetos que controlam desenvolvimento, 
reprodução, comportamento, alimentação e outros processos fisiológicos são frequentemente 
sinalizado por esse tipo de receptor (GPRCs) (Tribolium Genome Sequencing Consortium, 
2008). Os genes localizados nesse aglomerado e relacionados a essa função, portanto tem 
importância porque além de possuírem esse papel, ainda estão diretamente ligados as cisteíno-
peptidases. 
E aspártico-peptidases foram relacionadas a atividade GTPase e ligação a GTP 
(171, 283, 285 e 20), atividade de N-acetil transferase (285 e 20), e ligação a ácidos nucleicos 
(0, 73, 83, e 102). 
Uma parte dos aglomerados pequenos com alto número de peptidases é enriquecida 
também com termos relacionados a citocromo-c, sejam eles de síntese ou oxidase. Elas podem 
fazer parte das peptidases de processamento mitocondrial ou estarem relacionadas a elas. 
Proteínas que tem como destino a mitocôndria são sintetizadas como um precursor 
polipeptídico com uma extensão N ou C-terminal. Essa extensão é clivada por essas peptidases 
e então consegue ser transportada para a mitocôndria (Gakh, et al., 2002). Essas proteínas tem 
uma subunidade similar a uma subunidade do citocromo-c, sugerindo que elas também são 
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ligadas a cadeia de transporte de elétrons e, portanto, tanto essas peptidases quanto os 
citocromos-c fazem parte de uma mesma família de proteínas (Eriksson, et al., 1994). E 
também, citocromo-c é um cofator para ativar proteases relacionadas a apoptose que seriam 
uma família de cisteíno-peptidases com especificidade para resíduos aspárticos (Li, et al., 
1997). 
Tabela 5-4 Aglomerados enriquecidos com categorias de peptidases e as suas categorias de GO 
mais enriquecidas. 
Aglomerado GOs Enriquecidos 
Aglomerado 
0 
aspartic-type endopeptidase activity; transmembrane transporter activity; 
metalloaminopeptidase activity; beta-tubulin binding; nucleic acid binding; zinc ion binding; 
RNA-DNA hybrid ribonuclease activity; oxidoreductase activity, acting on paire...; serine 
hydrolase activity; laminin-1 binding; 
Aglomerado 
10 
serine-type endopeptidase activity; ADP binding; chitin binding; endo-1,4-beta-xylanase 
activity; hyalurononglucosaminidase activity; ecdysone 20-monooxygenase activity; 
triglyceride lipase activity; cholinesterase activity; cation binding; G-protein coupled receptor 
binding; 
Aglomerado 
14 
chitin binding; neuropeptide hormone activity; serine-type endopeptidase activity; DNA 
helicase activity; carbonate dehydratase activity; endonuclease activity; 
metallocarboxypeptidase activity; zinc ion binding; RNA-directed DNA polymerase activity; 
substrate-specific transmembrane transpo...; 
Aglomerado 
20 
6-phosphofructo-2-kinase activity; methionine-tRNA ligase activity; mRNA binding; identical 
protein binding; N-acetyltransferase activity; aspartic-type endopeptidase activity; 
glucuronosyltransferase activity; GTPase regulator activity; peptidase activity; calcium ion 
binding;  
Aglomerado 
23 
microtubule motor activity; arginyltransferase activity; ammonium transmembrane transporter 
activity; MAP kinase activity; microtubule binding; ADP binding; beta-catenin binding; zinc 
ion binding; peptidase activity; protein homodimerization activity; 
Aglomerado 
24 
metallocarboxypeptidase activity; serine-type endopeptidase activity; peptide-methionine (S)-
S-oxide reductase...; kynureninase activity; glycerol-3-phosphate dehydrogenase [NAD+...; 
chitin synthase activity; ATP citrate synthase activity; monophenol monooxygenase activity; 
nucleoside transmembrane transporter act...; protein homodimerization activity; 
Aglomerado 
34 
metallocarboxypeptidase activity; zinc ion binding; alpha-1,6-mannosylglycoprotein 2-beta-N-
...; 1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase ...; NADH dehydrogenase (ubiquinone) activity; 
quinone binding; pyruvate kinase activity; potassium ion binding; cation:chloride symporter 
activity; 3',5'-cyclic-nucleotide phosphodiesteras...; 
Aglomerado 
35 
L-serine ammonia-lyase activity; L-threonine ammonia-lyase activity; transferase activity, 
transferring glyco...; MAP kinase kinase kinase activity; nucleoside diphosphate kinase activity; 
fucosyltransferase activity; endopeptidase activator activity; threonine-type endopeptidase 
activity; serine-type endopeptidase activity; microtubule binding; 
Aglomerado 
36 
structural constituent of cuticle; chitin binding; serine-type endopeptidase activity; calcium ion 
binding; extracellular matrix binding; hydroquinone:oxygen oxidoreductase activ...; copper ion 
binding; transferase activity, transferring acyl ...; serine-type endopeptidase inhibitor acti...; 
peroxidase activity; 
Aglomerado 41 metalloaminopeptidase activity; zinc ion binding; holocytochrome-c synthase activity; 
phospholipase D activity; metal ion binding; oxidoreductase activity, acting on paire...; inward 
rectifier potassium channel activ...; N-acylphosphatidylethanolamine-specific ...; 7S RNA 
binding; alpha-mannosidase activity; 
Continua 
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Tabela 5-4 Aglomerados enriquecidos com categorias de peptidases e suas categorias de 
GO mais enriquecidas (continua) 
Aglomerado GOs enriquecidos 
Aglomerado 57 serine-type endopeptidase activity; rhodopsin kinase activity; protein tyrosine phosphatase 
activity; diacylglycerol O-acyltransferase activit...; MAP kinase activity; neuropeptide Y 
receptor activity; N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase activ...; peptidase activity; G-protein 
coupled receptor activity; carboxylic ester hydrolase activity; 
Aglomerado 73 aspartic-type endopeptidase activity; neurexin family protein binding; superoxide-generating 
NADPH oxidase acti...; 2 iron, 2 sulfur aglomerado binding; zinc ion binding; olfactory receptor 
activity; nucleic acid binding; triglyceride lipase activity; electron carrier activity; sulfuric ester 
hydrolase activity; 
Aglomerado 83 aspartic-type endopeptidase activity; RNA-directed DNA polymerase activity; nucleic acid 
binding; serine-type endopeptidase activity; transferase activity; molecular_function; peptidase 
activity; endopeptidase activity; binding; transferase activity, transferring phosp...; 
Aglomerado 84 serine-type endopeptidase activity; serine-type peptidase activity; MHC class I receptor 
activity; DNA binding; RNA-directed DNA polymerase activity; sequence-specific DNA 
binding; transcription factor activity, sequence-...; kinase activity; transporter activity; 
oxidoreductase activity; 
Aglomerado 96 nitric-oxide synthase activity; calmodulin binding; FMN binding; NADP binding; aspartic-type 
endopeptidase activity; flavin adenine dinucleotide binding; heme binding; iron ion binding; 
ionotropic glutamate receptor activity; damaged DNA binding; 
Aglomerado 
102 
nucleic acid binding; transmembrane receptor protein tyrosine ...; protein heterodimerization 
activity; phosphatidylinositol binding; aspartic-type endopeptidase activity; microtubule 
binding; protein tyrosine phosphatase activity; ligase activity; microtubule motor activity; 
ubiquitin-protein transferase activity; 
Aglomerado 
106 
oxidoreductase activity, acting on CH-OH...; flavin adenine dinucleotide binding; 2 iron, 2 
sulfur aglomerado binding; electron carrier activity; serine-type endopeptidase inhibitor acti...; 
phosphoenolpyruvate carboxylase activity; linoleate 13S-lipoxygenase activity; extracellular 
matrix structural constitu...; glucose-1-phosphatase activity; iron ion binding; 
Aglomerado 
123 
serine-type endopeptidase activity; heparin binding; cytochrome-c oxidase activity; peroxidase 
activity; heme binding; RNA-DNA hybrid ribonuclease activity; lysozyme activity; hydrolase 
activity; 3'-5' exonuclease activity; transmembrane receptor protein tyrosine ...; 
Aglomerado 
127 
serine-type endopeptidase activity; aminopeptidase activity; pigment binding; chemorepellent 
activity; fatty acid alpha-hydroxylase activity; chitin binding; semaphorin receptor binding; 
sequence-specific DNA binding; metallopeptidase activity; organic phosphonate 
transmembrane-transp...; 
Aglomerado 
143 
aminoglycoside 3''-adenylyltransferase a...; sequence-specific DNA binding; cysteine-type 
endopeptidase inhibitor ac...; solute:proton antiporter activity; alcohol dehydrogenase (NAD) 
activity; structural constituent of cuticle; ARF guanyl-nucleotide exchange factor ac...; ubiquitin 
protein ligase activity; ionotropic glutamate receptor activity; G-protein coupled peptide 
receptor activ...; 
Aglomerado 
144 
oxidoreductase activity, acting on CH-OH...; flavin adenine dinucleotide binding; extracellular 
matrix structural constitu...; thyroid hormone receptor activity; serine-type endopeptidase 
activity; steroid hormone receptor activity; chitinase activity; sodium-independent organic 
anion transme...; metallocarboxypeptidase activity; ecdysone oxidase activity; 
continua 
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Tabela 5-4 Aglomerados enriquecidos com categorias de peptidases e suas categorias de 
GO mais enriquecidas (continua) 
Aglomerado GOs enriquecidos 
Aglomerado 
147 
cysteine-type endopeptidase inhibitor ac...; ryanodine-sensitive calcium-release chan...; 
secondary active sulfate transmembrane t...; creatinase activity; Rho guanyl-nucleotide 
exchange factor ac...; xenobiotic-transporting ATPase activity; G-protein coupled receptor 
binding; Rab GTPase binding; organic phosphonate transmembrane-transp...; insulin receptor 
binding; 
Aglomerado 
150 
ammonium transmembrane transporter activ...; solute:proton antiporter activity; cysteine-type 
endopeptidase activity; Rho guanyl-nucleotide exchange factor ac...; G-protein coupled receptor 
activity; endonuclease activity; RNA-directed DNA polymerase activity; nucleic acid binding; 
transmembrane receptor activity; DNA polymerase activity; 
Aglomerado 
162 
hormone activity; growth factor activity; calcium-dependent cysteine-type endopept...; 
extracellular-glutamate-gated ion channel; ionotropic glutamate receptor activity; receptor 
binding; RNA methyltransferase activity; carbohydrate binding; RNA binding; nucleotide 
binding; 
Aglomerado 
170 
spermine synthase activity; metalloendopeptidase activity; D-tyrosyl-tRNA(Tyr) deacylase 
activity; hydroxymethylglutaryl-CoA reductase (NAD...; nucleic acid binding; methylmalonate-
semialdehyde dehydrogenas...; extracellular-glutamate-gated ion channe...; GTPase activity; 
amino acid transmembrane transporter act...; transcription regulatory region DNA bind...; 
Aglomerado 
171 
methylthioribulose 1-phosphate dehydrata...; glutathione peroxidase activity; translation 
initiation factor activity; ribosome binding; structural constituent of ribosome; NADH 
dehydrogenase activity; aspartic-type endopeptidase activity; peptidase activity; protein 
dimerization activity; GTPase activity; 
Aglomerado 
176 
ARF guanyl-nucleotide exchange factor ac...; zinc ion binding; vasopressin receptor activity; 
glutamine-fructose-6-phosphate transamin...; beta-mannosidase activity; aminopeptidase 
activity; metallopeptidase activity; phosphatidylinositol-3,5-bisphosphate bi...; neuropeptide 
hormone activity; phospholipid binding; 
Aglomerado 
183 
transmembrane receptor protein tyrosine ...; peptidase activity; metalloendopeptidase activity; 
serine-type endopeptidase activity; retinyl-palmitate esterase activity; glycosphingolipid 
binding; acylglycerol lipase activity; sterol esterase activity; ribosomal large subunit binding; 
histone binding; 
Aglomerado 
186 
serine-type endopeptidase activity; serine-type peptidase activity; peptide-methionine (S)-S-
oxide reductase...; adenylylsulfate kinase activity; sulfate adenylyltransferase (ATP) activi...; 
mannosyl-oligosaccharide glucosidase act...; inositol oxygenase activity; chloride ion binding; 
aminopeptidase activity; polysaccharide binding; 
Aglomerado 
192 
RNA-directed DNA polymerase activity; oxidoreductase activity, acting on paire...; 
monooxygenase activity; heme binding; iron ion binding; threonine-type endopeptidase activity; 
arginine-tRNA ligase activity; Wnt-activated receptor activity; 3-hydroxyisobutyrate 
dehydrogenase activ...; dolichyl-diphosphooligosaccharide-protei...; 
Aglomerado 
194 
peptide-O-fucosyltransferase activity; serine-type endopeptidase activity; RNA-DNA hybrid 
ribonuclease activity; oxidoreductase activity, acting on paire...; protein heterodimerization 
activity; monooxygenase activity; heme binding; dioxygenase activity; iron ion binding; 
phosphoprotein phosphatase activity; 
Aglomerado 
204 
peroxidase activity; retinoic acid receptor activity; calcium ion binding; steroid hormone 
receptor activity; protein tyrosine kinase activity; kininogen binding; ribonucleoprotein complex 
binding; voltage-gated sodium channel activity; metalloendopeptidase activity; calcium-
dependent cysteine-type endopept...; 
continua 
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Tabela 5-4 Aglomerados enriquecidos com categorias de peptidases e suas categorias de 
GO mais enriquecidas (continua) 
Aglomerado GOs enriquecidos 
Aglomerado 
211 
serine-type endopeptidase activity; carboxylic ester hydrolase activity; transposase activity; 
single-stranded DNA binding; fatty-acyl-CoA binding; peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 
activity; carbon-nitrogen ligase activity, with gl...; serine-type peptidase activity; ubiquitin-
protein transferase activity; juvenile-hormone esterase activity; 
Aglomerado 
220 
mannose-6-phosphate isomerase activity; serine-type carboxypeptidase activity; 
hydroxymandelonitrile lyase activity; motor activity; zinc ion binding; actin binding; 
aminopeptidase activity; fucosyltransferase activity; protein disulfide oxidoreductase activit...; 
beta-N-acetylhexosaminidase activity; 
Aglomerado 
233 
acetyl-CoA C-acetyltransferase activity; structural constituent of ribosome; serine-type 
endopeptidase activity; mechanically-gated ion channel activity; nucleoside diphosphate kinase 
activity; cytochrome-c oxidase activity; beta-ureidopropionase activity; non-membrane 
spanning protein tyrosine p...; biotin carboxylase activity; protoheme IX farnesyltransferase 
activitity; 
Aglomerado 
242 
serine-type endopeptidase activity; GTP binding; ferroxidase activity; ferric iron binding; serine 
hydrolase activity; laminin-1 binding; choline binding; acetylcholine binding; 
acetylcholinesterase activity; peptidase activity; serine-type endopeptidase activity; GTP 
binding; ferroxidase activity; ferric iron binding; serine hydrolase activity; laminin-1 binding; 
choline binding; acetylcholine binding; acetylcholinesterase activity; peptidase activity; 
Aglomerado 
245 
UTP:glucose-1-phosphate uridylyltransfer...; extracellular matrix structural constitu...; serine-
type endopeptidase activity; oxidoreductase activity, acting on paire...; glycogen (starch) 
synthase activity; peptide deformylase activity; hydrogen ion transmembrane transporter a...; 
cytochrome-c oxidase activity; 1,4-alpha-glucan branching enzyme activi...; quinone binding; 
Aglomerado 
249 
microtubule binding; phosphatidylinositol binding; peptidase activity; aminopeptidase activity; 
microtubule motor activity; zinc ion binding; isomerase activity; methyltransferase activity; 
GTP binding; metallopeptidase activity; 
Aglomerado 
270 
protein dimerization activity; structural constituent of ribosome; serine-type endopeptidase 
activity; kinase activity; nucleic acid binding; molecular_function; peptidase activity; 
endopeptidase activity; binding; transferase activity, transferring phosp...; 
Aglomerado 
283 
uridine kinase activity; ATP citrate synthase activity; RNA transmembrane transporter activity; 
cysteine-type endopeptidase activity; actin binding; aspartic-type endopeptidase activity; 
structural constituent of cytoskeleton; cysteine-type peptidase activity; ubiquitin-protein 
transferase activity; GTPase activity; 
Aglomerado 
285 
acetylcholine-activated cation-selective...; glutaminyl-tRNA synthase (glutamine-hydr...; signal 
recognition particle binding; N-acetyltransferase activity; aspartic-type endopeptidase activity; 
iron-sulfur aglomerado binding; GTPase activity; RNA-directed DNA polymerase activity; GTP 
binding; structural molecule activity; 
Aglomerado 
301 
serine-type endopeptidase activity; methylmalonate-semialdehyde dehydrogenas...; Rho 
guanyl-nucleotide exchange factor ac...; 5'-3' exoribonuclease activity; proline-tRNA ligase 
activity; ATPase activity, coupled to transmembran...; glutamate-tRNA ligase activity; 
leukotriene-A4 hydrolase activity; N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase activ...; chromatin 
binding; 
Aglomerado 
310 
mismatched DNA binding; dopamine beta-monooxygenase activity; ubiquitin-protein 
transferase activity; guanylate cyclase activity; calcium ion binding; serine-type endopeptidase 
inhibitor acti...; 3'-5' exonuclease activity; copper ion binding; DNA-directed DNA polymerase 
activity; potassium channel activity; 
continua 
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Tabela 5-4 Aglomerados enriquecidos com categorias de peptidases e suas categorias de 
GO mais enriquecidas (continua) 
Aglomerado GOs enriquecidos 
Aglomerado 
312 
calcitonin receptor activity; double-stranded RNA binding; transferase activity, transferring 
glyco...; serine-type endopeptidase activity; ribonuclease III activity; alkaline phosphatase 
activity; RNA-directed DNA polymerase activity; acetylglucosaminyltransferase activity; signal 
transducer activity; MHC class I receptor activity; 
Aglomerado 
316 
phosphopentomutase activity; phosphoglucomutase activity; acetylgalactosaminyltransferase 
activity; diacylglycerol kinase activity; magnesium ion binding; intramolecular transferase 
activity, pho...; calcium-dependent cysteine-type endopept...; transcription coactivator activity; 
thiol-dependent ubiquitin-specific prote...; calcium ion binding; 
Aglomerado 
317 
isopentenyl-diphosphate delta-isomerase ...; cysteine-type endopeptidase activity; fatty-acyl-
CoA reductase (alcohol-formin...; laminin-1 binding; choline binding; acetylcholine binding; 
acetylcholinesterase activity; endo-1,4-beta-xylanase activity; triglyceride lipase activity; 
structural constituent of cuticle; 
5.1.7. Rede de Coexpressão para as Peptidases 
Uma rede menor foi extraída da rede total de coexpressão, selecionando as 
peptidases e nós que eram seus primeiros vizinhos (Figura 5-11). Desconsiderando as 
peptidases, considerando-se somente seus vizinhos, as categorias enriquecidas nessa rede são: 
atividade de transportador transmembrana, atividade quinureninase, ligação a quitina, atividade 
de lisozima, atividade oxidoredutase hidroquinona:oxigênio, atividade quinurenina-3-
monooxigenase, ligação aos íons molibdênio, atividade carbonato desidratase, 
neurotransmissor: atividade de transporte simporte de sódio. Esses genes têm participação 
direta na expressão das peptidases. 
As classificações relacionadas com quinurenina têm função de desintoxicar o 
organismo pois, essa via faz parte do metabolismo de triptofano. Quando se encontra 
desbalanceada pode causar o acúmulo de composto neurotóxicos (Davis, et al., 2015). Já as 
lisozimas, são enzimas que podem estar presentes na saliva e em tecidos e secreções. Têm como 
função principal a defesa pois, catalisam a hidrólise de polissacarídeos presentes na parede das 
bactérias e são enzimas digestivas importantes em vários organismos (Bachali, et al., 2002). 
Dentre os tipos de metabólitos secundários de defesa das plantas estão as lectinas. Elas contêm 
domínios de ligação aos carboidratos. Algumas exibem especificidade por quitina e como 
resposta produzam genes de metabolismo de quitina e organização do citoesqueleto 
(Vandenborre, et al., 2011), por isso a relação de genes de ligação a quitina. 
A maior parte da rede é constituída por serino-peptidases, seguidas pelas metal 
peptidases e cisteíno-peptidases e treonino-peptidases. As do tipo aspártico e carboxi-
peptidases são pouco representadas na rede. 
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A rede de coexpressão das peptidases (Figura 5-11) mostrou mais genes expressos 
somente na CS (únicos), 32 que na RS, 4 (Tabela 5-5). Então, CS tem mais genes exclusivos 
com relação direta com as peptidases que RS. A maioria desses genes não possui anotação 
disponível. Dos 32 genes de CS, somente 8 possuem anotação. Dos 4 genes de RS, somente 1 
possui anotação. Apesar disso, esses genes devem possuir papel importante na diferenciação da 
expressão gênica das duas raças. A localização desses genes na rede pode trazer suposições 
sobre suas funções levando em consideração o grupo de genes que interage com eles. Como 
muitos deles ficaram juntos nos mesmos hubs e interagindo com os mesmos pares, pode-se até 
sugerir que sejam originados de um mesmo gene ou isoforma. 
Tabela 5-5 Anotação dos Genes Exclusivos das Raças Milho e Arroz Presentes na Rede das 
Peptidases 
Raça Arroz (RS) 
Gene Contig Anotação 
SF9LR451983-5-1-C1 c112506 - 
SF9LR543098-5-1-C1 c465772 ADAM 17-like protease 
c156622 c156622 - 
c465772 c156622 - 
Raça Milho (CS) 
Gene Contig Anotação 
SF1F05305-5-1 Cluster_SF1F05209-
3-1 
c22470 ribokinase-like 
SF1F09069-3-1 Cluster_SF1F08685-
3-1 
c73670 - 
SF1P09665-5-1 c61199 - 
SF1P18594-5-1 c145726 - 
SF1P22470-5-1 c99129 putative inorganic phosphate cotransporter 
SF9LR109542-5-1 c193229 - 
SF9LR174353-5-1-C1 c60626 - 
SF9LR294790-5-1-C1 c92177 - 
SF9LR792920-5-1-C1 c80496 - 
SF9LR851201-5-1-C1 c120056 - 
c121932 c121932 luciferin 4-monooxygenase-like 
c152036 - - 
c160125 c160125 uncharacterized protein K02A2.6-like; Reverse 
transcriptase (RNA-dependent DNA polymerase) 
c16395 c16395 uncharacterized LOC106106672 
c197781 - - 
c213645 - - 
c237626 - - 
c33358 c33358 probable chitinase 2; Glycosyl hydrolases family 18 
c36765 - - 
c41940 - - 
c48717 - - 
c54082 - - 
c56187 - - 
continua 
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Tabela 5-6 Anotação dos Genes Exclusivos das Raças Milho e Arroz Presentes na Rede 
das Peptidases 
Raça Milho (CS) 
Gene Contig Anotação 
c59539 - - 
c61512 - - 
c63073 c63073 uncharacterized LOC106126082 
c65114 - - 
c67094 - - 
c84053 c84053 chloride channel protein 2; Voltage gated chloride 
channel 
SF9LR515376-5-1-C1 c44032 - 
SF9LR676965-5-1-C1 c127174 - 
O gene expresso somente na RS que possui anotação (c465772) é uma protease 
ADAM17. Tem função de metal peptidase dependente de zinco e clivam várias moléculas da 
superfície celular (Gooz, 2010). Ele liga-se a uma serino-peptidase. Isso é interessante porque 
nessa rede foi notado que as únicas classes de peptidases diferentes que interagem são serino e 
metal peptidases. 
Peptidases de uma mesma classe tenderam a ficar perto na rede, frisando sua 
correlação que pode ser tanto de indução ou inibição entre elas e também a necessidade de que 
elas trabalhem bem ajustadas. Pois uma vez que uma peptidase é afetada por um inibidor de 
protease, deve ser substituída rapidamente por outra insensível a ele. Isso também reforça o 
conceito de “guilt by association” e pode até indicar que essas peptidases surgiram por 
duplicação de genes. A classe que mais interage diretamente com as serino-peptidases, são as 
metal peptidases. 
Da mesma forma que peptidases de classes similares tenderam a ficar perto, os 
genes diferencialmente expressos também tiveram esse comportamento. Quando um gene era 
diferencialmente expresso no hub, os outros a sua volta também eram. Também mostrando o 
comportamento de que quando um gene tem sua expressão diferenciada, ele induz os seus 
vizinhos até que o estímulo se espalhe e altere grande parte da rede. Além disso, hubs com 
genes únicos de qualquer uma das raças, tenderam a ter todos os seus genes diferencialmente 
expressos também. Isso evidencia a importância desses genes para a regulação do organismo e 
reforça que eles realmente causam diferenças entre as duas raças. 
Várias reações metabólicas e/ou interações regulatórias diferem-se amplamente. 
Algumas são altamente ativas sob a maioria das condições de crescimento, enquanto outras são 
ligadas somente sob circunstâncias ambientais raras. Isso faz com que a descrição da rede leve 
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em consideração tanto a intensidade da rede quanto aspectos temporais das interações 
(Barabási, et al., 2004). 
 
Figura 5-11 – Rede de Coexpressão das Peptidases. Redes mostrando as peptidases e os genes que 
interagem diretamente com elas. Genes com formato de quadrado representam peptidases; Genes com 
formato de seta para baixo, possuem ação de inibir peptidases; Genes contornados em azul são 
diferencialmente expressos. Cores representam as classes de peptidases. 
O gráfico da Figura 5-12 representa a distribuição das peptidases (que são 235 nessa 
rede com todas as peptidases) considerando o número de ligações que elas fazem. É possível 
perceber um padrão diferente do representado no gráfico para todos os genes da rede. Nesse 
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caso, observa-se que poucas peptidases fazem um número pequeno de ligações enquanto a 
maioria delas faz pelo menos mais que 10 ligações. 
A maioria das peptidases são centrais nos hubs, mostrando a importância de seu 
papel na regulação dos genes e na digestão. Dessa forma, alterações na expressão de uma 
peptidase, causam alterações na expressão de vários outros genes. Isso também pode indicar 
como as peptidases são sensíveis a estímulos, pois podem ser alteradas pela expressão de 
diversos genes. 
Comparando os gráficos das Figura 5-9 e Figura 5-12, observa-se que essa parte da 
rede, foge ao padrão da rede total, tendo muitas ligações grande em um grande número de genes. 
Nesse caso, essa sub-rede foge ao padrão das redes biológicas (scale-free), porém é descrito 
por (Stumpf, et al., 2005) que sub-redes de redes scale-free não são scale-free. 
 
Figura 5-12 Distribuição das peptidases pelo número de ligações. Valores em y representam o 
número de peptidases que fazem o valor representado em x de ligações. 
Alguns hubs mostraram interessantes por estarem ligados a um grande número de 
genes diferencialmente expressos. Foi possível identificar 11 grupos com padrão de expressão 
que chamou a atenção nessa rede. Para facilitar os comentários sobre essas regiões com 
características mais interessantes, elas foram divididas em grupos menores como mostrado na 
Figura 5-13. Essa divisão foi feita de maneira aleatória, considerando somente a proximidade 
das regiões para facilitar a localização delas. 
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Figura 5-13 Localização dos grupos comentados na rede de peptidases. 
O grupo 1 é composto por uma cisteíno-peptidase (SF2M08938-3-1), um inibidor 
de serino-protease (SF1P08847-5-1) e uma peptidase com classe não identificada (SF1H06029-
3-1). Esse grupo possui 86 genes e um deles sem anotação que é expresso somente em RS 
(SF9LR451983-5-1-C1). Esse gene expresso somente em RS está diretamente ligado a um 
inibidor de serino-peptidase. Seus genes são em maioria de membrana, ribossomais e 
mitocondriais, participando dos processos de oxidação/redução, cadeia respiratória, constituinte 
do ribossomo, tradução, ligação a íons zinco, processo catabólico de proteína dependente de 
ubiquitina, ligação a ácidos nucleicos, gene silenciado por microRNA e hidrolase. 
O grupo 2 possui 104 genes organizados em 6 hubs. Nas posições centrais dos hubs 
encontram-se um inibidor de peptidase (SF2H04736-5-1), uma peptidase de classe não 
identificada (SF2H04339-5-1), três serino-peptidases (c110811, SF1P08810-5-1 e c18702) e 2 
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treonino-peptidases (SF1P08456-5-1 e SF2H01158-5-1). Esse grupo possui genes de 
oxirredução, tradução, ligação ao ATP, regulação negativa do processo apoptótico, ligação a 
nucleotídeos, proteossomo, cadeia respiratória, catabolismo de proteína celular, ligação a DNA, 
ligação a íon metal, nucleação de actina mediada pelo complexo Arp2/3, metabolismo de ácidos 
graxos, montagem do aglomerado ferro-cobre, ligação ao NAD+, regulação da polimerização 
do filamento de actina, regulação da transcrição, ligação ao íon zinco, GTPase, transporte de 
íons transmembrana, ligase, NADH desidrogenase. 
O grupo 3 possui 79 genes, sendo dois hubs principais. Um deles com 2 metal 
carboxi-peptidases (c45207 e SF1P15555-5-1). Elas são diretamente ligadas e diferencialmente 
expressas. O outro hub possui um inibidor de serino-peptidase diferencialmente expresso 
(SF9LR261735-5-1-C1) e uma serino-peptidase (c156646). Os genes são de ligação a íon zinco, 
gene silenciado por miRNA, hidrolase, oxirredução, via de sinalização mediada por hormônio 
esteroide, atividade quitinase, ligação a DNA, ligação a dinucleotídeo flavina-adenina, ligação 
a heme, resposta a estresse oxidativo, ligação a RNA, constituinte de cutícula, fator de 
transcrição, regulação da transcrição. 
O grupo 4 é constituído de 3 hubs interligados sendo um deles com uma metal 
amino-peptidase (c70832), que controla genes 14 genes. Desses, 4 (c65114, c160125, c59539, 
c237626) são presentes somente na CS. Somente um deles possui anotação que é proteína não 
caracterizada tipo K02A2.6, PFAM: transcriptase reversa (polimerase de DNA dependente de 
RNA). Outro hub possui uma metal-peptidase (c84572). O terceiro é uma peptidase de classe 
desconhecida (SF9LR628302-5-1-C1) que se liga a 27 genes, sendo 4 desses também só 
expressos em CS (SF9LR109542-5-1, c152036, c41940 e c48717). Nenhum deles possui 
anotação. Os genes desse grupo são de via de sinalização receptora acoplada a G-proteína, via 
de sinalização mediada por integrina, via de sinalização de neuropeptídio, ligação a íon zinco, 
atividade ligase de carbono-nitrogênio, transferase e receptor Y de neuropeptídio. Esse grupo 
está bastante relacionado com funções de sinalização e neurotransmissores. 
O grupo 5 contém 23 genes pertencente a 3 hubs pequenos e separados. Um contém 
uma treonino-peptidase diferencialmente expressa (SF1P15813-5-1), o segundo uma cisteíno-
peptidase (c135886) e o terceiro uma serino-peptidase diferencialmente expressa 
(SF9LR211622-5-1-C1). Essa serino-peptidase está ligada a um gene expresso somente em RS 
(c465772) que é o que teve a anotação citada acima. Os genes desse grupo são de ligação a 
ATP, ligação a íon cálcio, cisteíno-peptidase dependente de cálcio, ligação a heme, 
monooxigenase, oxirredução, fosforilação e transferase. Nesse grupo, encontra-se uma 
91 
 
 
monooxigenase que pode ser importante para desintoxicação e pode ser do tipo que depende da 
molécula de heme. E genes que dependem de cálcio, mineral que é mais abundante em milho. 
O grupo 6 possui 79 genes pertencentes a 7 hubs não ligados entre si e 
independentes. Um deles possui uma cisteíno-peptidase diferencialmente expressa 
(SF2H06386-5-1), 4 possuem serino-peptidases (c200972, c152420, SF2M08385-3-1, 
SF1H01502-5-1) sendo que em 3 elas estão diferencialmente expressas (exceto a SF2M08385-
3-1). Em um deles (c152420), ela está ligada a um gene expresso somente em CS (SF1P18594-
5-1). Um dos hubs possui uma metal amino-peptidase diferencialmente expressa (c69790), 
outro possui uma metal-peptidase diferencialmente expressa (c150705) ligada a 3 genes 
expressos somente em CS (SF1P22470-5-1, SF1P09665-5-1 e SF9LR515376-5-1-C1). A 
anotação de um desses genes é suposto co-transportador de fosfato inorgânico. E o último hub 
possui 3 peptidases, todas diferencialmente expressas, sendo 2 metal amino-peptidases 
(SF9LR853081-5-1-C1 e SF9LR652495-5-1-C2) e uma treonino-peptidase (SF2H08899-3-1). 
Esses hubs possuem genes dos termos: reconhecimento de sinal, ligação a íon 
metal, proteína iniciadora da remoção de metionina, ligação a RNA 7S, transporte de lipídios, 
ligação aos íons zinco e cálcio, metabolismo de carboidrato, metabolismo de antranilato, 
ligação a quitina, atividade quitinase, processo biossintético de NAD a partir de triptofano de 
novo, hidrolase, quinureninase, processo catabólico de l-quinurenina, biossíntese de piridina, 
ligação a fosfato piridoxal, biossíntese de quinolinato, processo catabólico de triptofano. O 
antranilato é uma substância presente em repelentes de insetos. Mais uma vez aparecem 
triptofano que pode ser tóxico em altas quantidades e quinurenina que também é tóxica. Esse 
grupo possui genes de desintoxicação em sua maioria. 
O grupo 7 possui 2 hubs interligados com 58 genes sendo que em um deles há 2 
inibidores de serino-peptidases (c96244 e c44687) e no outro uma serino-peptidase 
(SF2M12394-3-1), todos os três diferencialmente expressos. Esse grupo contém genes de 
ligação a íons metal, ciclo do ácido tricarboxílico, biossíntese de ácidos graxos, metabolismo 
de lipídios, liase, oxiredutase, biossíntese de oxilipina. 
O grupo 8 possui 3 hubs sendo 2 interligados e um separado. Todos eles com serino-
peptidases diferencialmente expressas (SF2M06377-5-1, SF2M12017-3-1 e c96519). Os 2 hubs 
interligados apresentam genes expressos somente em milho. Um deles possui 3 
(SF9LR174353-5-1-C1, SF9LR294790-5-1-C1 e SF9LR631167-5-1) e o outro 11 (c95051, 
c67094, c63073, c61512, c56187, c54082, c36765, c213645, c197781, SF9LR851201-5-1-C1 
e SF9LR676965-5-1-C1). Um desses genes é uma LOC106126082 não caracterizada e os 
outros não possuem anotação. Então, são 14 genes expressos somente em CS localizados nos 
92 
 
 
mesmos hubs interligados. Esses genes além de serem importantes, estão todos conectados 
entre si. Esse grupo possui os termos ligação a íons metal, ligação a íons cobre, ligação a heme, 
ligação a íon ferro, monooxigenase, e biossíntese de treonina. Ou seja, esse grupo de genes 
possui muitos genes relacionados com ligação a íons metal. 
O grupo 9 possui 4 hubs interligados, todos eles com peptidases diferencialmente 
expressas. Um possui uma serino-peptidase (SF9LR754043-5-1-C2) ligada a 2 genes expressos 
somente em CS (uma provável quitinase 2 da família de glicosil-hidrolases 18 - SF1F09069-3-
1 Cluster_SF1F08685-3-1) e outro sem anotação (c33358). No outro hub há uma aspártico-
peptidase (SF9LR759799-5-1-C1) ligada a um gene presente somente em CS (LOC106106672 
não caracterizada - c16395). 
Os genes centrais dos outros hubs são uma metal-peptidase (SF9LR664754-5-1-
C1) e uma treonino-peptidase (SF2M06402-5-1). Esse grupo possui genes de ligação a íons 
metal, ligação a íon zinco, ligação a íon magnésio, transferase, ciclo do ácido tricarboxílico, 
ligação do aglomerado ferro-cobre, ligação ao íon cálcio, homeostase celular do íon ferro, 
vesícula citoplasmática, ligação ao íon férrico, ferroxidase, transporte de ferro, lisozima, 
biossíntese de leucotrieno, metilação, metiltransferase, ligação ao íon potássio. 
O grupo 10 é o maior grupo de hubs de peptidases conectadas com 560 genes. Ele 
possui 14 serino proteases, sendo que uma delas (SF1P00993-5-1) é ligada a um gene expresso 
somente em RS (SF1P00993-5-1). Outra (SF2M08954-3-1) é ligada a um gene expresso 
somente em CS (que é uma luciferina tipo 4-monooxigenase - SF1P19782-5-1). Esse gene faz 
a ligação dessa serino-peptidase com uma metal carboxi-peptidase (SF2M06647-5-1). Esta, por 
sua vez, se liga a um outro gene que também é expresso somente em milho (c52872). As 
cisteíno-peptidases (c29635 e c75112) ficaram numa região específica da rede com seus dois 
hubs isolados e conectados. 
As classes de peptidases ficaram todas isoladas sendo que somente serino-
peptidases comunicam-se com peptidases de outras classes, e metal-peptidases comunicam-se 
independente da subclasse. Esse grupo está associado aos termos de ligação a íon zinco, 
monooxigenase, transferase, ligação ao íon ferro, metabolismo de antranilato, processo 
biossintético de NAD a partir do triptofano de novo, biossíntese de quinolinato, transporte 
transmembrana, catabolismo de triptofano, ligação a flavina adenina dinucleotideo, ligação a 
heme, ligação de ATP, ligação ao cálcio, ligação ao FAD, sinalização mediada por integrina, 
atividade quinurenina-3-mooxigenase, transporte de lipídio, quinureninase, catabolismo de l-
quinurenina, resposta de defesa, ligação ao DNA, biossíntese de melanina a partir de tirosina, 
via de sinalização de neuropeptideo, regulação do transporte transmembrana, transdução de 
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sinal, antioxidante, deaminase, ligação a GTP, ligação ao cofator molibdopterina, ligação ao 
complexo ferro-cobre. 
O grupo 11 possui 114 genes, distribuídos em 5 hubs conectados entre si e com 
serino-peptidases na posição central (c33050, c35082, c70213, c4612 e c4795). Nesse grupo 
encontram-se genes de trimetilação de histona H4-K20, transporte mediado por vesículas, 
transporte de íon cálcio transmembrana, ligação a ATP e nucleotídeos, atividade beta-N-acetil-
hexoaminidase, atividade hidrolase ubiquitinil dependente de tiol, complexo ELL-EAF, e 
ligação a íons zinco. 
Para essa rede, os valores de expressão gênica diferencial foram mapeados 
considerando-se quatro comparações entre as condições (Figura 5-14). Esse mapeamento foi 
obtido com o ViaComplex. Os valores de expressão dos genes foram normalizados, conforme 
descrito na seção 4.8. Esses valores são convertidos a uma cor correspondente de acordo com 
seu nível de expressão. Assim, esses valores puderam ser mapeados espacialmente na rede das 
peptidases (Figura 5-11). 
Como a comparação é relativa, os 2 estados para cada condição foram 
representados. Então, deve ser salientado que  as comparações das Figura 5-14a e b, Figura 
5-14c e d, Figura 5-14e e f e Figura 5-14g e h são opostas, uma representa o contrário da outra. 
As regiões em azul escuro, ou não eram expressas em nenhuma das duas condições, ou eram 
muito pouco expressas nas 2 condições ou eram muito expressas em somente uma das 
condições e nesse último caso, é possível ver a região em vermelho em um estado e azul no 
outro. 
Nesta figura (Figura 5-14), pode-se ver na comparação 5-14a que a RS, comparada 
a CS, tem uma expressão maior da serino-peptidase SF2M08120-3-1 enquanto tem uma 
expressão menor dos genes a volta dessa peptidase. A parte inferior do Grupo 10 é ativamente 
expressa quando CS alimenta-se de arroz. Isso indica que ele pode usar essas peptidases nessa 
planta. Tirando essa parte, as duas raças diferiram a expressão apenas em regiões bastante 
pontuais. 
Por outro lado, há uma expressão maior da RS na região ao meio da rede, que 
contem também serino e metal peptidases. A RS também expressa mais aspártico e treonino-
peptidases. Já no gráfico inverso a esse, 5-14b, na parte superior direita, é possível ver a alta 
expressão das serino-peptidases (c4795 e c4612) e toda a região próxima (que contem serino e 
metal peptidases) em CS. Também há uma maior expressão da cisteíno-peptidase (c137160). 
Essa região parece ser importante e altamente relacionada com a digestão de milho. CS sempre 
expressa ela, independente da dieta. 
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No gráfico 5-14c, a RS mantém uma maior expressão de aspártico e treonino-
peptidases mesmo quando alimentada com milho. Porém, há um aumento da expressão de 
regiões de serino e metal-peptidases que antes eram mais expressas em milho e também 
algumas diferentes. Além disso, é mantida também a expressão maior de uma pequena parte do 
conjunto de peptidases que a RS expressava em maior quantidade quando alimentada com 
arroz, indicando que talvez essa alta expressão dessa região seja um padrão dessa raça. 
No gráfico 5-14d, a diferença entre as duas raças é menor, e concentra-se mais numa 
maior expressão da região de serino e metal-peptidases superior direita, porém a diferença é 
menor quando as duas raças se alimentam de milho do que quando se alimentavam de arroz. 
CS expressa muito uma metal amino-peptidase (c34857) que não é expressa pela raça arroz e 
parece ter importância na digestão de milho. 
Nas representações 5-14e e 5-14f, poucas regiões se diferenciam, porém, quando 
alimentadas com arroz, a expressão das serino e metal peptidases é maior. As serino e metal 
peptidases da região inferior, juntamente com algumas outras serino-peptidases e inibidores de 
serino-peptidases (parte inferior direita) têm expressão maior quando CS se alimenta de milho. 
Por fim, em 5-14g, quando alimentada com milho, RS, aumenta a expressão das 
duas serino-peptidases que milho expressa mais em 5-14-b (c4795 e c4612) e também aquelas 
que já expressa em 5-14a (região ao meio). Além disso, também há aumento das serino e metal 
peptidases de outras regiões, e leve aumento no complexo sinalizador de peptidases e dos 
inibidores de serino-peptidases da parte inferior direita. Na representação 5-14h, é possível ver 
que não houve regiões com maior expressão. Ou permaneceu igual ou diminuiu, sugerindo que 
milho exige uma quantidade maior de peptidases para ser digerido. 
Os grupos 3 e 4, são muito mais expressos pela RS do que pela CS quando 
alimentadas com arroz. Essas regiões contêm genes sinalizadores e de resposta a estresse. Isso 
poderia explicar porque RS é mais afetada pela dieta que CS. Quando as duas espécies são 
alimentadas com milho, somente algumas pequenas regiões pontuais são mais expressas em RS 
enquanto outras são milho. Isso porque as duas apresentam bom desempenho em milho. Porém, 
essas regiões pontuais podem ser responsáveis pelas diferenças entre as raças. 
Por outro lado, independentemente da planta alimentada, CS expressa mais o Grupo 
10 que RS e a diferença é ainda maior quando as duas alimentam-se de arroz. Essa região é rica 
em genes de ligação a ATP e ATPases classes das quais fazem parte os transportadores ABC. 
Esse tipo de transportador está relacionado a resistência dos insetos às toxinas Cry1AC de 
Bacillus thuringiensis e conferem uma adaptação a eles para que eles possam se alimentar do 
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milho Bt (Gahan, et al., 2010). Esse grupo também é rico monooxigenases que já mostraram 
atividade aumentada na presença de DIMBOA (Yan, et al., 1995). 
O aumento da expressão dessa região (Grupo 10) quando CS se alimenta de arroz, 
pode estar também ligado a riqueza de genes envolvidos no metabolismo de triptofano dessa 
região. Eles podem participar da desintoxicação deste aminoácido e do processo apoptótico 
pois, a planta arroz é rica nesse aminoácido, ao contrário de milho. O excesso do triptofano 
causa prejuízos ao organismo, e consequentemente, e genes dessa região devem ter a expressão 
aumentada para realizar a desintoxicação e o organismos conseguir desenvolver-se. 
RS quando alimentada com milho, tem uma maior expressão de alguns genes, mas 
são poucos e provavelmente relacionados a digestão de arroz. Ela tem pior desempenho que CS 
porque não expressa os genes que contribuem para a digestão de milho tanto quanto a CS. 
Porém ela aumenta a expressão em comparação com quando se alimenta de arroz. RS 
alimentando-se de arroz, a expressão de todos os genes da rede permanece igual ou é reduzida, 
isso prejudica seu crescimento em arroz. 
CS expressa o conjunto de genes que facilitam a digestão de milho mais 
intensamente, o que lhe permite esse excelente desempenho. Mas quando alimentada com arroz, 
CS não consegue diminuir a expressão desses genes, além de ativar os genes que permitem a 
digestão de arroz e inibem seu desenvolvimento. O alto gasto energético impede seu bom 
desempenho nessa planta. Esse gasto pode ser causado devido a CS não conseguir contornar 
muito bem os inibidores de protease das plantas que não milho. Então ela investe aminoácidos 
essenciais na superprodução das enzimas digestivas e reduz a disponibilidade para produção de 
outras proteínas como descrito por Mello et al. (2002). Com isso, seu desenvolvimento sai 
prejudicado. 
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Figura 5-14 Mapeamento dos valores normalizados de expressão diferencial na rede das 
Peptidases. 1a) CS_arroz x RS_arroz; 1b) RS_arroz x CS_arroz; 1c) CS_arroz x CS_milho; 1d) 
RS_milho x CS_milho; 1e) CS_arroz x CS_milho; 1f) CS_milho x CS_arroz; 1g) RS_arroz x RS_milho; 
1h) RS_milho x RS_arroz. Quanto mais vermelho, mais a expressão aumentou, Verde permaneceu igual 
e quanto mais azul escuro, mais diminuiu. 
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5.2. Rede de Coexpressão Ponderada obtida com o WGCNA 
5.2.1. Visão Geral dos Dados Fenotípicos 
A Tabela 5-7 representa as médias das variáveis de desempenho dos indivíduos em 
cada uma das dietas: peso aos 10 dias, peso da pupa com 24 horas, tempo gasto para empupar 
e tempo para atingir o estágio de adulto. Médias seguidas de letras iguais não apresentaram 
diferenças estatísticas significativas considerando uma probabilidade de erro de 0.05. 
Tabela 5-7 Teste de Tukey para as Variáveis de Desempenho dos Indivíduos. Médias seguidas pela 
mesma letra não se diferem estatiscamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. 
Condição Peso 10 dias Peso da Pupa Tempo para 
Empupar 
Tempo para 
Adulto 
CS_Milho 280.58 a 167.87 d 14.15 e 22.71 d 
RS_Milho 262.25 a 202.13 bc 15.25 e 23.50 d 
CS_Dieta 127.92 b 245.64 a 18.68 d 28.21 c 
RS_Dieta 55.39 d 226.42 ab 20.77 c 29.08 c 
CS_Arroz 76.61 c 129.25 e 20.94 c 28.60 c 
RS_Arroz 55.13 de 112.40 e 23.63 bc 31.50 abc 
CS_Algodão 31.33 ef 164.68 d 27.71 a 36.91 a 
RS_Algodão 27.43 f 182.89 cd 24.48 b 31.11 bc 
CS_AlgodãoGossipol 29.78 f 137.37 e 28.41 a 36.71 a 
RS_AlgodãoGossipol 23.05 f 142.60 de 25.86 ab 34.00 ab 
Independente da raça, quando alimentados com milho, os indivíduos apresentaram 
maior peso aos 10 dias. Alimentadas com dieta, CS obteve maior peso aos 10 dias. Esse valor 
foi significativamente maior que o peso de RS. CS alimentando-se de arroz teve o peso 
significativamente maior que RS alimentando-se também de arroz. Ao alimentar-se de algodão 
e algodão rico em gossipol, indivíduos das duas raças obtiveram o menor peso. O valor médio 
do peso deles não se difere estatisticamente sob essas dietas. Com exceção dos algodões, CS 
teve peso maior que RS em todas as outras dietas. 
Porém, o desempenho não se manteve no peso da pupa com 24 horas. As pupas 
com maior peso médio foram dos indivíduos alimentados com dieta. Em seguida, os maiores 
pesos médios foram de RS alimentando-se de milho e algodão. As duas raças alimentadas com 
dieta, arroz, algodão e algodão rico em gossipol não apresentaram diferenças significativas no 
valor médio. RS alimentado-se de milho teve peso médio significativamente maior que CS na 
mesma dieta. 
RS e CS em algodão e algodão rico em gossipol foram as que mais levaram tempo 
para empupar. Porém RS em algodão empupou um pouco mais rápido que CS. Essa diferença 
foi significativa. RS em dieta também empupou mais rápido que CS em dieta. As duas raças 
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empuparam mais rapidamente quando alimentadas com milho, e não apresentaram diferença 
estatística significativa. 
Sobre o tempo para ficar adulto, RS em arroz teve médias semelhante as de CS 
alimentadas por algodão e algodão com gossipol. Também foi semelhante a RS em algodão 
com gossipol. CS em dieta e arroz e RS em dieta apresentaram valores sem diferenças 
significativas. O menor tempo para empupar foi das duas raças alimentadas com milho. 
RS alimentando-se de arroz teve um desempenho muito baixo. Desenvolveu-se 
menos até que quando alimentada em outras dietas. O fator que pode ter contribuído para esse 
resultado é que quando os indivíduos de RS foram coletados no campo, eles foram mantidos no 
laboratório em dieta artificial por 2 anos, enquanto milho foi mantido somente por 5 gerações. 
Isso pode ter prejudicado o desempenho dos indivíduos da RS. 
Silva-Brandão, et al., (2018) realizaram coletas de S. frugiperda em populações de 
11 localidades no Brasil. A população coletada em cultura de arroz era composta por indivíduos 
quase que inteiramente somente da RS. Enquanto nas populações das culturas de milho, pelo 
menos 30% da população era composta por indivíduos de RS. Se o desempenho de RS em arroz 
fosse tão inferior a milho, esses dados de campo não teriam sido encontrados. 
5.2.2. Relações entre os Módulos e os Caractéres Fenotípicos 
A Figura 5-15 representa as relações entre os dados fenotípicos e os módulos de 
genes agrupados na rede de coexpressão ponderada. Essa análise resultou em 33 módulos. 
Quanto mais forte a cor, maior o nível de significância, isto é, maior é a relação da expressão 
dos genes que compõem o módulo com a característica. Quanto mais verde, mais o aumento da 
expressão dos genes do módulo contribui para a diminuição dos valores daquela característica, 
mais negativa é a relação entre a expressão do módulo e a característica. Quanto mais vermelho, 
mais o aumento da expressão dos genes do módulo contribui para um aumento daquela 
característica, mais positiva é a relação entre os genes e a característica. Foi considerada como 
relação estatisticamente significativa as que tinham probabilidade de 5% ou menor de erro. 
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Figura 5-15 Relação entre os Módulos e os Dados Fenotípicos. Na horizontal tem-se os dados 
fenotípicos e na vertical os módulos representados pelas cores e totalizando 33 módulos. Os números 
representam os valores de significância da associação, quanto mais vermelho, mais próximo de 1, 
portanto maior a relação positiva, quanto mais verde, mais próximo a -1 e maior a relação negativa. 
A Figura 5-16 representa os 33 módulos identificados e o número de genes em cada 
um deles. Os módulos 21, 32 e 33 concentraram o maior número de genes. Essa figura foi 
elaborada para que se pudesse verificar se o número de genes no módulo influencia na sua 
relação com as características fenotípicas. Por exemplo, um módulo está relacionado com uma 
característica somente porque ele contém mais genes? Pela Figura 5-16, observa-se que não. 
Há módulos pequenos (em número de genes) tão significativos quanto módulos grandes. 
Também módulos grandes que não obtiveram relação significativa com característica alguma. 
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Figura 5-16 Número de genes em cada aglomerados. Acima da barra o número correspondente ao 
aglomerado, abaixo o nome dos aglomerados. Altura da barra representa o número de genes no 
aglomerado. 
O aumento do tempo para empupar está relacionado com os genes Módulo 3. A 
Figura 5-17 mostra as categorias de GO enriquecidas nesse grupo. São constituintes estruturais 
de ribossomo e cutícula; citocromo-c oxidase, alanina-glicoxilato transaminase; inibidor de 
ornitina descarboxilase, metiltioribulose-1-fosfato desidratase, ligação a flavina adenina 
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dinucleotídeo. Essa alanina-glicoxilato transaminase foi descrita como uma enzima de 
desintoxicação que hidroliza metabólitos de triptofano em alanina em Aedes aegypt (Han, et 
al., 2002). A ornitina descarboxilase é descrita tendo papel na inibição do transporte de 
poliaminas. Poliaminas são substâncias importantes no desenvolvimento dos insetos (Kogan, 
et al., 2002). 
 
Figura 5-17 GOs enriquecidos para o Módulo 3. Módulo 3 relacionado com aumento do tempo para 
empupar. Dados sumarizados pelo REVIGO. 
A diminuição do tempo para empupar está relacionada com mais genes. Eles estão 
presentes em 3 módulos diferentes, sendo eles 17, 19 e 29 (Figura 5-18). Monooxigenases, 
ligação a heme, ligação a íons ferro, inibidor de peptidase, magnésio chelatase, citocromo-c 
oxidase, constituinte estrutural de ribossomo, treonino-peptidase, ligação a partícula 
reconhecedora de sinal, cistatione beta-sintase, ativador de peptidase, receptor classe MHC, 
transportador de lipídio, tiamina pirofosfato, adenosil metionino descarboxilase. Todas essas 
são categorias de desintoxicação ou que aumentam a digestão e consequentemente a energia 
disponível para o organismo. Isso faz com que ele desenvolva mais rapidamente. 
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Figura 5-18 GOs enriquecidos para os Módulos a) 17; b) 19 e c) 29. Módulos relacionados com 
diminuição do tempo para empupar. 
Aumento do tempo para adulto está relacionado a 6 módulos (Figura 5-19). O 
Módulo 7 possui genes com funções de AcilCoA redutase, ligação a heme, ligação a odores, e 
ligação a fosfopanteína. O Módulo 12 possui genes de serino-peptidase, constituinte de 
ribossomo, transportador de hidrogênio transmembrana, citocromo-b5 redutase. O Módulo 14 
possui genes de funções de ligação a dopamina, beta-ureidopropionase, 2-desidropantonato. O 
Módulo 18 possui cisteíno dioxigenase, piredoxal quinase, ligação a beta tubulina. O Módulo 
19 que também faz o tempo para empupar diminuir. E o Módulo 33 que possui genes de ligação 
ao zinco, GTPase e ATPase. 
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Figura 5-19 GOs enriquecidos nos Módulos a) 7; b) 12; c) 14; d) 18; e) 19; e f) 33. Módulos 
relacionados com aumento do tempo para ficar adulto. 
A diminuição do tempo para adulto mostra-se relacionada com 4 módulos. O 
Módulo 03 é o mesmo para aumento do tempo para empupar. O Módulo 6 e Módulo 23, os 
mesmos que estão relacionados com aumento do Peso de 10 dias. E o Módulo 31 possui genes 
de triglicerídeo lipase, monooxigenase, ligação ao ferro. 
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Figura 5-20 GOs enriquecidos nos Módulos a) 3; b) 6; c) 23 e d) 31. Módulos relacionados com 
diminuição do tempo para ficar adulto. 
O aumento peso de 10 dias está relacionado somente a 2 módulos Figura 5-21. Um 
deles é o Módulo 6 que possui genes de beta-xilanase, urato oxidase, arginino succinato, 
constituinte de ribossomo, ligação a giberilina. O outro é o Módulo 23 que possui genes de 
alantoicase, ligação a cobre, co-repressor de transcrição. Xilanases vêm de bactérias do 
intestino dos insetos (Adlakha, et al., 2011). Arginino succinato quando silenciada reduziu o 
conteúdo de arginina e prejudicou a fase de ninfa da cigarrinha marrom do arroz (Yuan, et al., 
2017). 
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Figura 5-21 GOs enriquecidos para os Módulos a) 6 e b) 23. Módulos relacionados com aumento do 
peso aos 10 dias. 
Aumento do tempo total de desenvolvimento é relacionado com o Módulo 33 
(Figura 5-22). Nenhum módulo apresentou relação significativa com Peso da Pupa as 24 horas. 
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Figura 5-22 Termos de GO enriquecidos no Módulo 33. Módulo relacionado com aumento do tempo 
total de desenvolvimento. 
5.3. Redes Bayesianas 
As redes bayesianas contribuíram para elucidar as relações entre os genes 
permitindo visualizar relações de indução e inibição. Além disso, são grafos direcionais e 
representam a causalidade entre as variáveis. Elas também possibilitaram a inclusão dos dados 
fenotípicos e tratamentos nas redes para que os genes fossem agrupados de maneira direta com 
relação a eles. Assim, as redes representaram como as dietas influenciam os genes e quais deles 
são mais alterados, sejam peptidases e/ou diferencialmente expressos. Observou-se também 
como essas interações influenciam o peso dos indivíduos e o tempo de desenvolvimento deles 
ou quais genes estão mais relacionados com qual fase do desenvolvimento do indivíduo. 
5.3.1. Rede Bayesiana das Peptidases 
Foi elaborada uma rede bayesiana para todas as peptidases (314 genes) e as medidas 
de desempenho (4 medidas). Essa abordagem permite saber como as peptidases interagem entre 
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si e como elas se relacionam com as dietas e medidas de desempenho. A rede ficou então com 
318 nós e 768 arcos. 
 
 
Figura 5-23 Rede Bayesiana para Todas as Peptidases do Transcriptoma e as Medidas de 
Desempenho. Nós quadrados representam as medidas de desempenho e os circulares as peptidases. 
As dietas “Milho” e “Dieta Artificial” são mais próximas na rede e até 
compartilham alguns genes que regulam diretamente. Isso pode indicar que os efeitos dessas 
duas dietas e a maneira como o organimos se comporta em resposta a elas são mais parecidos. 
“Dieta Artificial” está induzindo a expressão de 3 serino-peptidases (SF2M02534-5-1, c75090 
e SF2M07034-5-1) e inibe uma outra (SF2M07034-5-1) que é induzida também por “Milho”. 
108 
 
 
 “Dieta Artificial” induz a expressão de outra expressão de uma peptidase 
dependente de ATP (SF2H04339-5-1). Essa peptidase interage com muitos outros genes, 
inclusive é induzida pelo “Tempo para Pupa”. A medida que o tempo para empupar vai 
aumentando, essa peptidase também aumenta sua expressão. Então essa peptidase está 
relacionada com alguma resposta a Dieta Artificial que causa aumento do “Tempo para 
Empupar”. 
As medidas de desempenho parecem ter maior efeito na rede que as dietas. O “peso 
da pupa” está relacionado a inibição de um grande número de peptidases, sendo elas 7 serino-
peptidases (SF1P05358-5-1, c197459, SF1P18055-5-1, SF1P15466-5-1, SF1P01520-5-1, 
SF9LR787701-5-1-C1), 4 cisteíno-peptidases (SF9LR315867-5-1-C1, SF9LR262204-5-1-C1, 
c135886 e c34961), 1 aspártico-peptidase (SF9LR853563-5-1-C1), 1 treonino-peptidase 
(SF2H08471-3-1), 2 metal peptidases (SF9LR689770-5-1-C1 e SF2M06649-5-1) e 1 peptidase 
indefinida (SF9LR650001-5-1-C1089). Ela induz um número bem menor de peptidases, em 
relação a quantidade que inibe, sendo essas 1 aspártico (SF9LR754725-5-1-C1) que se liga a 
ácidos nucleicos, 1 treonino (SF2L00268-5-1), 3 serino-peptidases (SF1P20642-5-1, 
SF9LR787701-5-1-C1 e SF2M08385-3-1) e 1 indefinida (SF9LR650001-5-1-C1089). 
O indivíduo deve alcançar um certo peso mínimo para que consiga passar a fase de 
pupa. Portanto, quanto maior seu peso, mais rápido ele chega a fase de pupa. Na fase de pupa, 
o organismo não ingere alimentos, portanto as peptidases não se fazem tão necessárias. Então 
a medida que o indivíduo vai aumentando seu peso, ele se aproxima da fase de pupa e suas 
peptidases passam a diminuir sua atividade. Isso acontece até que ele se torne pupa, e então 
desative totalmente a expressão dessas peptidases. Como ao mudar de fase ocorre uma grande 
mudança no organismo, peptidases novas precisam ser ativadas para realizar novas funções. 
São em número bem reduzido porque a atividade do organismo é quase nula. E é isso que a 
rede está mostrando. 
“Tempo para Adulto” é bastante importante para a rede, pois é um dos nós mais 
centrais e conectados. Isso indica que o fato do organismo se tornar adulto causa grandes 
modificações na sua expressão gênica. Conecta-se diretamente a 73 nós. Das 7 treonino-
peptidases que ele se conecta, 3 são inibidas (SF2H04553-5-1, SF2M03751-3-1, SF2H08899-
3-1). Já cisteíno-peptidases, ele se conecta com 12 e 6 são inibidas (SF9LR256006-5-1-C1, 
c32888, SF9LR315867-5-1-C1, c34961, c135886, SF9LR262204-5-1-C1). “Tempo para 
Adulto” induz uma aspártico-peptidase (SF9LR853563-5-1-C1), é ligado a 10 serino 
peptidases, sendo que 6 são inibidas e 17 metal-peptidases, sendo 10 inibidas. Quando o 
indivíduo se encontra na fase larval, é a fase que ele mais se alimenta e portanto, necessita de 
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mais peptidases. Quanto mais essas peptidases são expressas, mais energia é adquirida. Com 
isso, o organismo pode se desenvolver mais rapidamente. Por isso quanto maior o tempo para 
ficar adulto, menos peptidases são expressas, o que resulta nessa relação de inibição. 
“Tempo para pupa” também é bastante conectado, com 66 nós. Um conjunto grande 
de enzimas é inibido por esse nó, sendo, 1 aspártico-peptidase (SF2H08929-3-1) que se liga a 
ácidos nucleicos, 9 serino, 5 treonino-peptidases (SF9LR350037-5-1-C1, SF2M03751-3-1, 
SF2L00853-5-1, SF2M06402-5-1 e SF1P08456-5-1), 11 indefinidas, 1 com atividade dipeptidil 
(SF9LR869348-5-1-C1), 1 peptidase dependente de ATP (SF2H04339-5-1), 1 com atividade 
de transamidase âncora-GPI (SF9LR664882-5-1-C1) e 3 metal peptidases que se ligam a íons 
zinco (SF9LR677928-5-1-C1, SF1F00498-5-1 e SF2M03520-3-1). Já entre as induzidas, tem-
se 10 serino, 4 cisteino (SF2H07227-5-1, SF9LR256006-5-1-C1, SF1P04353-5-1 e c30189), 2 
cisteíno-peptidases que dependem de cálcio e também são metal peptidases que se ligam a íons 
zinco (c32888, SF9LR256006-5-1-C1 e c30189), 4 metal peptidases, sendo que uma se liga a 
íons manganês (SF1P06592-5-1) e 2 indefinidas (SF2M02435-5-1 e SF1H06144-5-1). 
A Figura 5-24 representa o mapeamento da expressão dos genes assim como foi 
feito para a rede de coexpressão das peptidases. Essa rede separou bem os genes com relação a 
expressão em cada condição. É possível visualizar uma divisão bem definida. 
No gráfico Figura 5-24a, a RS expressa mais os genes da parte inferior da rede e ao 
centro, enquanto as outras regiões encontram-se com expressão igual ou reduzida. Já 
observando a CS em relação a RS (Figura 5-24b), percebe-se que somente uma pequena região 
na parte superior direita tem expressão aumentada. Ou seja, a CS está aumentando a expressão 
de uma região que a RS não utiliza para se alimentar de arroz. É uma região rica em serino e 
metal peptidases, porém com poucas treonino peptidases. Essas peptidases podem estar 
colaborando para que CS consiga desenvolver em arroz. 
Quando se compara as 2 raças alimentando-se de milho, a RS tem expressão igual 
ou menor na maior parte da rede, exceto por uma pequena região na parte inferior direita. Esses 
genes fazem parte da região que ela também superexpressa quando alimentada com arroz e 
parece fazer parte do conjunto de peptidases que ela utiliza para ter maior sucesso ao digerir 
arroz, pois milho não tem maior expressão dessa região em condição alguma (Figura 5-24c). 
Porém, conforme observado em Figura 5-24d, CS tem maior expressão em todo o restante da 
rede ao digerir milho e isso pode explicar dela se desenvolver melhor. 
Ao comparar a mesma raça alimentando-se das duas culturas, observa-se que a CS 
(Figura 5-24e e Figura 5-24f) expressa mais a região direita da rede ao alimentar-se de milho e 
mais a região esquerda ao alimentar-se de arroz. A RS repete esse mesmo comportamento 
110 
 
 
(Figura 5-24g e Figura 5-24h) porém o aumento é maior e em regiões mais pontuais da rede. 
Agrupando as informações de todos os gráficos, é possível perceber que apesar da expressão 
nessas regiões aumentar, não supera a expressão da CS. 
 
Figura 5-24 Mapeamento da Expressão para a Rede Bayesiana das Peptidases. Comparação 
relativa dos valores de expressão mapeados na rede bayesiana das peptidases. 1a) Raça milho comparada 
com a raça arroz ambas alimentando-se de arroz e 1b o contrário; 1c) Raça milho e raça arroz 
alimentando-se com milho e 1d o contrário; 1e) Raça milho alimentando-se de arroz comparada a 
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quando se alimenta com milho e 1f o contrário; 1g) Raça arroz alimentada com arroz comparada a 
alimentação com milho e 1h a comparação contrária. 
CS na dieta de arroz, expressa uma região diferente de RS (Figura 5-24b). RS 
aumenta a expressão dessa região somente quando alimentada com milho (Figura 5-24g). Esses 
genes parecem estar relacionados a digestão de milho. Quando as duas raças se alimentam de 
arroz, RS expressa mais uma região rica em treonino-peptidases mas que também contém serino 
e metal-peptidases. 
Quando comparadas as mesmas raças alimentando-se das duas plantas, elas 
mostram o quase o mesmo padrão de expressão. Ao digerir milho, elas aumentam a expressão 
da parte direita da rede e ao digerir arroz o meio e a esquerda da rede. Isso mostra como os 
genes tem a capacidade de detectar os estímulos e ir alterando a expressão dos mais próximos 
a eles e também enfatiza que as duas raças têm conjuntos similares de genes expressos para 
tratar cada dieta. 
A principal diferença está na intensidade com que esses genes são expressos e se 
elas tem capacidade de desligar os outros genes que não necessários. Cada planta tem um 
conjunto de inibidores de proteases específico para sua defesa e os organismos tem que 
expressar aqueles aos quais as plantas não estão adaptadas para que ela possa ser digerida. Essa 
separação no padrão de expressão permite identificar qual conjunto de peptidases é mais 
adaptado a cada planta. 
5.3.2. Rede Bayesiana dos Genes 10 vezes mais Diferencialmente Expressos 
Uma rede bayesiana focando nos genes dez vezes mais diferencialmente expressos 
considerando aquelas comparações (CS_milho x CS_arroz; RS_milho x RS_arroz; RS_milho 
x CS_milho e RS_arroz x RS_milho) também foi construída (Figura 5-25). 
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Figura 5-25 Rede bayesiana para os genes 10x mais diferencialmente expressos e as variáveis de 
desempenho. Nós quadrados representam as variáveis discretas (medidas de desempenho e dieta) e nós 
redondos os genes. Cores representam as funções dos genes. 
Nessa rede, as dietas interagem com mais genes que na rede das Peptidases. 
“Milho” induz 2 genes e inibe 2 (SF2M03736-3-1 e SF1P23094-5-1). Induz uma acil-CoA 
desaturase (stearoil-CoA desaturase 5 - SF9LR850011-5-1-C307) que participa do processo 
biossintético de ácidos graxos e possui atividade oxidoredutase e um outro gene sem anotação 
(SF9LR850277-5-1-C2). Inibe um gene LOC106105461 não caracterizado e outro sem 
anotação. “Arroz” inibe um gene (SF1P18251-5-1) que se liga a carboidratos, flavina-adenina 
dinucleotídeos, ácidos nucleicos, e íons zinco, tem atividade oxidoredutase e é silenciado por 
miRNAs. Induz um gene de transporte transmembrana de íons hidrogênio (SF2H09074-3-1) e 
outro de anotação desconhecida (SF9LR167188-5-1-C1). 
“Dieta Artificial” interage com um número maior de genes, inibindo 7 deles e 
induzindo 4. Inibe um citocromo-c (SF2M07338-3-1), um constituinte estrutural de ribossomo 
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envolvido na tradução, outro gene também envolvido na tradução que se liga a RNA e 
ribossomos regulando a iniciação da tradução (SF9LR852560-5-1-C1); um outro gene que se 
liga a íons ferro participando de sua homeostase e liga-se também a íons magnésio e NAD, 
além de possuir atividade oxidoredutase (SF9LR290097-5-1-C1). Ele também inibe um fator 
de transcrição hemocianina contendo domínio cobre (SF2M03138-5-1) e 2 de anotação 
desconhecida. Enquanto isso, induz uma hexamerina (hemocianina com domínio alfa - 
SF9LR752018-5-1-C2), proteína policombo Pcl que faz transporte de prótons (SF9LR752018-
5-1-C2). Induz também um mediador da subunidade 15 de transcrição da RNA polimerase II e 
outro gene não anotado. 
A variável “Peso para pupa” inibe 6 genes e induz 2. Dentre os que ela induz, um é 
componente estrutural do ribossomo e relacionado a tradução (SF2M03138-5-1) e o outro 
também é relacionado a tradução e faz ligação com RNA (SF9LR852560-5-1-C1). Dos 
inibidos, tem-se: 1) um gene relacionado a transporte (SF9LR850011-5-1-C402); 2) citocromo 
b e c (SF9LR850011-5-1-C3); 3) um gene que se liga a ATP e é uma queratina tipo I, 
citoesqueletal, faz fosforilação e é uma quinase com atividade de serino/treonino quinase 
(SF9LR469737-5-1-C1); 4) gene relacionado a transporte de prótons, proteína policombo Pcl, 
hexamerina (hemocianina) – a mesma que faz ligação com dieta (SF9LR752018-5-1-C2); 5) 
gene de atividade catalítica, glicose desidrogenase, atividade sulfatase e atividade hidrolase 
sulfúrico éster (SF2H06807-5-1); e 6) proteína estrutural de parede rica em glicina, processo 
metabólico de glicosamino glicano, ligação a nucleotídeos, polimerização de proteínas e  
constituinte estrutural de cutícula (SF1P20566-5-1). Já “Peso com 10 dias” induz uma ferritina 
e inibe um gene não identificado e um LOC106132023 não caracterizado. 
“Tempo para adulto” induz 5 e inibe 5 genes. Os induzidos são: 1) componente 
estrutural de ribossomo, tradução (SF9LR850011-5-1-C704); 2) citocromo-c oxidase, 
transporte transmembrana de íons hidrogênio, gene silenciado por miRNA, ligação ao cobre, 
atividade oxidoredutase (c6194). Os outros 3 são de anotação desconhecidas ou não 
caracterizados. Dentre os inibidos, tem-se: 1) receptor (SF2M05275-5-1); 2) tradução atuando 
na regulação da iniciação, e ligação a RNA e ribossomos (SF9LR852560-5-1-C1); 3) transporte 
(SF9LR850011-5-1-C402); 4) apolipoforinas, complexo TFIIA de fator de transcrição, 
promotor da RNA polimerase II para iniciar a transcrição (SF9LR753377-5-1-C2). O último é 
não anotado. 
“Tempo para pupa” inibe 23 genes e induz 2. Os induzidos possuem anotação 
desconhecida. Dentre os inibidos 10 possuem anotação desconhecida ou são de locus e 
proteínas não caracterizadas. Dos que restam, tem-se: 1) proteína letal essencial para a 
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vida/família alfa cristalina; 2) proteína ribossomal; 3) Protamina, ligação ao ATP; 4) mediador 
da RNA polimerase; 5) NADH desidrogenase, síntese de ATP; 6) NADH desidrogenase, 
mitocondrial, processo de oxidação/redução; 6) Suposta ATP sintase; 7) atividade de receptor 
de transferase (SF9LR651627-5-1-C1); 8) tradução (SF9LR750357-5-1-C1); 9) ligação ao 
GTP, queratina, fosforilação, receptor de quinase C RACK 1 (SF9LR850770-5-1-C1); 10) 
proteína estrutural de parede rica em glicina (a mesma relacionada com peso para empupar - 
SF9LR850011-5-1-C350); 11) oxidoredutase, NADH desidrogenase, síntese de ATP; e dois 
componentes estruturais de ribossomo (SF9LR750002-5-1-C804 e SF9LR850011-5-1-C350). 
A Figura 5-26 representa o mapeamento dos valores de expressão para a rede 
bayesiana dos genes que foram dez vezes mais diferencialmente expressos. Nos gráficos 5-26a 
e 5-26b pode-se ver que na comparação das duas raças alimentando-se de arroz, a RS mostrou 
expressão maior nos genes da parte esquerda da rede, enquanto a CS na parte direita. Olhando 
o conjunto de todos os gráficos, percebe-se que CS sempre tem maior expressão da região 
superior direita, indicando que essa região pode ter importância no desenvolvimento da raça 
quando ela ingere milho. 
RS alimentando-se de milho tem expressão aumentada de quase toda a rede, exceto 
por aquela região, a qual CS expressa mais quando ingere de milho. CS tem menor expressão 
em todo o restante da rede (5-26c e d). Ao observar a CS alimentando-se de milho e arroz, vê-
se que há uma maior expressão daquela mesma região citada acima e diminuição da expressão 
no restante da rede, enquanto quando ingere arroz, há um pequeno aumento na região central 
da rede (5-26e e f). 
Na comparação de RS nas duas plantas, RS alimentando-se de milho, expressa mais 
praticamente todas as regiões da rede, excluindo aquela mesma citada acima, superior direita, 
e quando ingere arroz, ela permanece igual diminui a expressão de todos os genes da rede. Vale 
lembrar, que aqui não somente peptidases e os genes diferencialmente expressos, que possuem, 
portanto, funções variadas e que podem ser relacionadas ao desenvolvimento e crescimento dos 
indivíduos. 
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Figura 5-26 Mapeamento da Expressão para a Rede Bayesiana dos Genes Diferencialmente 
Expressos. Comparação relativa dos valores de expressão mapeados na rede bayesiana das peptidases. 
1a) Raça milho comparada com a raça arroz ambas alimentando-se de arroz e 1b) o contrário; 1c) Raça 
milho e raça arroz alimentando-se com milho e 1d) o contrário; 1e) Raça milho alimentando-se de arroz 
comparada a quando se alimenta com milho e 1f) o contrário; 1g) Raça arroz alimentada com arroz 
comparada a alimentação com milho e 1h) a comparação contrária. 
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Na rede bayesiana para os genes DE (Figura 5-25), a “Dieta Artificial” induziu o 
transporte de prótons, hexamerina (hemocianina) enquanto inibiu da tradução, citocromo c, e 
genes que fazem ligação com ferro, magnésio, NAD, hemocianina. Nessa rede, é interessante 
que a “Dieta Artificial” induz hexamerinas (hemocianinas) e ao observar o comportamento dos 
dados fenotípicos (Tabela 5-7) percebe-se que as repetições sob esse tratamento tiveram um 
tempo para empupar menor. Hexamerinas são proteínas de reserva produzidas e secretadas pelo 
tecido adiposo durante o estágio precedente a formação da pupa e alcançam concentrações altas 
na hemolinfa (Telfer, et al., 1991), portanto, a indução desses genes pode estar contribuindo 
para a redução do tempo para empupar na “Dieta Artificial”. 
“Peso para pupa” induz genes de ribossomo, tradução enquanto inibe genes de 
transporte, citocromo b, ATP, queratina, quinases, hexamerina (hemocianina), glicose sulfatase 
e proteína estrutural. Aqui também se observa uma relação do “Peso da pupa” com 
hexamerinas, mas dessa vez de inibição. Essa inibição pode ser causada porque quando o 
indivíduo já atingiu o peso, esses genes não são mais necessários, pois o organismo já está na 
fase de pupa. “Peso com 10 dias” induz uma ferritina que é relacionada com a absorção de íons 
de ferro na dieta e contribui para sua homeostase (Tang, et al., 2003). “Tempo para empupar” 
inibe ribossomo, protamina, polimerase, NADH desidrogenase, ATP sintase, receptor 
transferase, GTP, queratina, fosforilação. Tanto “Tempo para empupar” quanto “Peso para 
Pupa” inibem genes de queratina isso porque o inseto necessita produzir queratina para chegar 
nessa fase, mas depois que ele já se encontra como pupa, não se faz mais necessária a produção 
de queratina. 
Com relação ao padrão da expressão, RS digerindo arroz (Figura 5-26a e b) 
expressa mais a parte esquerda da rede, relacionada com ligação a íons, GTP, citocromo, 
monooxigenase, desidrogenase, tradução, liase, transferase, receptor. Enquanto CS, expressa 
mais a parte direita que contém muitos citocromos, ligação e biossíntese de ATP, homeostase 
de íons, monooxigenase, ribossomo, transferase. As duas raças expressam genes com função 
similares, mas o conjunto deles é diferente. Isso exemplifica a condição descrita por Herde, et 
al. (2014) de que a maior adaptação dos insetos aos inibidores e barreiras é produzir enzimas 
que sejam insensitivas a essas condições impostas. 
A rede não apresentou divisão entre as raças com relação as funções dos genes 
expressos. Todas as funções estão bem distribuídas nas raças independente da dieta. Porém com 
relação a expressão dos genes, é possível visualizar uma divisão muito bem definida, com RS 
expressando mais sempre a parte esquerda da rede e CS expressando mais sempre a parte direita 
dela. Vale ressaltar novamente, que a rede foi organizada de forma que os genes mais 
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interligados entre si ficassem mais próximos. Então, quanto mais interligados dois genes 
estivessem, mais próximos visualmente na rede eles foram representados. Quando se compara 
CS nas duas dietas, observa-se que em arroz, CS aumentou a expressão dos genes da parte 
esquerda da rede, assim como a RS. Porém, quando em milho, mantem essa expressão mais 
diminuída. Isso reforça a ideia de que os genes vão induzindo os mais próximos até que grande 
parte deles esteja diferenciada e isso produz a adaptação aos diferentes ambientes e estímulos. 
RS em milho expressa grande parte da rede, mas não a parte de CS. Ao alimentar-
se de arroz, reprime a expressão de todos os genes. Isso pode acontecer porque a maioria desses 
genes está relaciona a desintoxicação, mas ela não precisa porque tem um conjunto de 
peptidases que não é afetado pelos inibidores de arroz sendo expresso. 
5.3.3. Rede Bayesiana das Peptidases e Genes 10 Vezes mais Diferencialmente 
Expressos 
A Figura 5-27 representa a rede bayesiana para os genes 10 vezes mais 
diferencialmente expressos, as peptidases, as variáveis de desempenho e as cinco dietas 
descritas acima (Dieta Artificial, Milho, Arroz, Algodão, Algodão Rico em Gossipol). É 
importante destacar que essa é a única rede que possui as 5 dietas. Essa rede ficou com 579 nós 
e 1701 arcos. O objetivo da elaboração dessa rede foi observar como as variáveis discretas 
interferem nos genes, e quais genes estão mais diretamente relacionados a cada uma delas. 
“Milho” é a dieta que interage com o menor número de genes, somente 6, sendo 
todos eles induzidos. Isso pode indicar que milho é a dieta que causa menos alterações na 
expressão dos genes desse organismo. Todas as outras dietas interagem mais de 100 genes. Um 
dos genes que “Milho” interage é uma serino-peptidase (SF2M04132-5-1), o outro uma 
monooxigenase (SF9LR736386-5-1) e os outros não possuem anotação. Esses genes podem ser 
realmente importantes para o desenvolvimento do organismo em milho. 
“Dieta” interage com 206 genes. Induz um número grande de peptidases, sendo 38 
serino, 22 metal, 6 cisteíno e 1 aspártico-peptidases. Inibe 13 serino, 9 cisteíno, 4 treonino, 2 
aspártico, 15 metal e 8 peptidases sem tipo. Essa indução maior de genes permite que ele 
consiga se desenvolver num nível satisfatório e sobreviver. 
Já “Arroz”, inibe um número de genes maior do que induz, interagindo com 163 
genes. Induz 9 serino, 2 aspártico, 4 cisteíno, 10 metal e 4 treonino peptidases. Enquanto isso, 
inibe 20 serino, 12 sem tipo, 5 cisteíno, 4 aspártico, e 17 metal peptidases. Também inibe genes 
de transporte, reserva, ligação a ATP e ácidos nucleicos, splicing, oxidoredutase, receptores, e 
do ciclo do ácido carboxílico. Esse alto número de genes inibidos pode ser um fator que 
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contribui para prejudicar o desenvolvimento nessa planta. O número alto de peptidases inibidas 
em comparação as induzidas, pode estar mostrando que S. frugiperda é realmente sensível aos 
inibidores de protease de arroz. E embora algumas proteases sejam insensíveis, elas não são 
suficientes para fazer o desenvolvimento ser tão avançado quanto em milho. 
“Algodão” é a dieta que interage com maior número de genes, 310. A maior parte 
deles é reprimida. Ocorre a indução de 8 peptidases que são silenciadas por miRNA. Isso 
reforça o comportamento descrito para a dieta arroz. A inibição de um grande número de genes 
causa prejuízos no desenvolvimento do organismo. O desempenho em algodão ainda é pior, 
pois o número de genes reprimidos é maior. O “Algodão rico em gossipol” interage com 109 
genes e a maior parte deles é induzida. Apenas 22 genes são reprimidos e dentre encontram-se 
3 cisteíno, 5 serino, 4 metal e uma treonino peptidase. Essa dieta induz um número muito 
pequeno de peptidases e não é suficiente para suprir as necessidades do indivíduo. 
“Peso_10_dias” é a variável que interage com o menor número de genes, sendo 
apenas 5. 4 são induzidos e não possuem anotação. 1 é reprimido, e é uma peptidase dependente 
de ATP com atividade de transporte. “Peso_da_pupa” interage com 416 genes, sendo similar a 
quantidade de genes induzidos e inibidos e há todo os tipos de peptidases, bem distribuídos 
entre eles. Então, o peso de 10 dias é menos afetado que o peso da pupa. 
“Tempo_para_Adulto” interage com 342 genes. A divisão entre induzidos e 
inibidos é similar. Porém ele induz muitos genes com atividade relacionada a transporte. 
“Tempo_para_pupa” interage com 139 genes e é balanceado o número de induzidos e 
reprimidos. Não há padrão entre eles. 
A rede bayesiana dos genes DE, das peptidases, todas as dietas e variáveis de 
desempenho possibilitou ver a interferência dos genes DE e peptidases atuando em conjunto. 
“Milho” é a dieta que interagiu com menos genes, somente 6, provavelmente porque como foi 
mostrado anteriormente, nessa condição quase todos os genes são expressos, portanto, em 
comparação com as outras dietas, essa não tem tanto efeito. 
A “Dieta Artificial” já interage com um número bem maior de genes (206) 
induzindo 38 serino, 22 metal, 6 cisteíno e 1 aspártico peptidases enquanto inibe 13 serino, 9 
cisteíno, 4 treonino, 2 aspártico, 15 metal e 8 peptidases indefinidas. Com “Algodão” acontece 
o mesmo (310 genes), sendo induzidas 25 serino, 18 metal, 3 aspártico, 6 treonino, e 16 
peptidases indefinidas e reprimidas 27 serino, 24 metal, 7 treonino, 12 cisteíno e 10 peptidases 
indefinidas. Isso mostra que essas dietas exigem um número alto de peptidases sendo expressas 
e através desse resultado, é possível ver qual o conjunto específico de enzimas atuam na 
digestão dessas dietas. Elas inibem também um alto número de peptidases. Isto pode ocorrer 
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porque nem dieta e nem algodão são as dietas padrão as quais as raças estão adaptadas, portanto 
a expressão de grande quantidade de genes precisa ser modificada até que os indivíduos se 
ajustem a essas dietas. 
Em “Arroz” um número maior de peptidases e genes é inibido, o que vai de acordo 
com os resultados dos mapeamentos de expressão das redes anteriores. Isso também reforça a 
ideia de que essa dieta exige uma estratégia de digestão bem definida com somente um conjunto 
de genes específicos sejam expressos. Ocorre a inibição além de peptidases, também de genes 
de transporte, reserva, ligação a ATP e ácidos nucleicos, splicing, oxidoredução, receptores, 
ciclo do ácido carboxílico. Portanto deve ocorrer uma diminuição no acúmulo de energia e de 
fato, na Tabela 5-7 é mostrado que os indivíduos que se alimentaram de arroz tiveram menor 
acúmulo de peso em relação as outras dietas. 
“Algodão rico em gossipol” interage com 109 genes, mas destes, inibe apenas 20, 
metal, cisteíno e serino peptidases enquanto induz 87, sendo 35 serino, 18 metal, 3 cisteíno, 2 
treonino, 2 aspartico e 6 peptidases indefinidas. Além disso, induz genes relacionados a funções 
de receptores, amilase, monooxigenases possivelmente porque o gossipol é um componente 
tóxico aos insetos e as monooxigenases têm função de diminuir o efeito desse composto 
realizando a desintoxicação. A principal classe para desintoxicação do gossipol, nesse caso, são 
as monooxigenases, como foi mostrado por Mao, et al. (2007) em H. armigera. 
“Peso de 10 dias” interage com apenas 4 genes. É justificável, pois com 10 dias, o 
organismo já pôde se adaptar a situação imposta e estabilizar a expressão dos genes, e com isso, 
a modulação da expressão dos genes fica mais sujeita a interferência das outras variáveis como 
a dieta e a ocorrência do estágio de pupa do que do peso. Nesse ponto, “Peso para pupa” é uma 
variável que influencia 416 genes, pois é uma fase na qual ocorre uma grande mudança no 
organismo do inseto e é muito importante para o desenvolvimento. Não há padrão nos genes, 
pois todos os tipos são influenciados. 
Não foi detectado padrão no tipo dos genes que interagem com o “Tempo para 
Pupa”, mas foi possível detectar quais são eles. “Tempo para Adulto” interagem com 416 genes, 
mostrando-se muito importante e influenciado por grande parte dos genes da rede. A maioria 
dos que ele induz são relacionados a função de “Transporte”. 
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Figura 5-27 Rede Bayesiana com os Genes 10x Mais Diferencialmente Expressos, as Peptidases, Medidas de Desempenho e as 5 Dietas. Nós quadrados 
representam as variáveis discretas, os redondos os genes diferencialmente expressos e as peptidases. As cores representam as classificações de função dos 
genes. 
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
Com as redes de regulação gênica obteve-se uma visão geral das relações entre os 
genes dos transcriptoma das raças milho e arroz de S. frugiperda quando alimentadas por cinco 
tipos de dieta, sendo elas dieta artificial, milho, arroz, algodão e algodão rico em gossipol. 
Foi possível identificar características das redes scale-free na topologia da rede de 
coexpressão. A rede foi dividida em dois módulos conectados por poucos genes. Isso representa 
um forte agrupamento dos genes. A maioria das peptidases ficou localizada na parte menor da 
rede. Os aglomerados dessa parte menor são mais fortemente interligados sugerindo que sejam 
genes essenciais ao organismo e com resposta lenta a alterações do ambiente. A comunicação 
entre os dois módulos é feita por genes que ficaram sem agloramerado. São 619 genes 
relacionados com funções de hormônio, transporte, regulação, sinalização e transmissão de 
estímulos. 
A porção maior possui nós menos conectados entre si e possivelmente seus genes 
são mais de adaptação a estímulos, pois eles são mais sujeitos a mudanças e suas respostas 
ocorrem de maneira mais rápida. Corroborando com isso, tem-se que quase todos os genes 
diferencialmente expressos ficaram localizados nessa parte.  
Alguns grupos de genes do mesmo GO tenderam a ficar concentrados na mesma 
região da rede. Isso reforça a propriedade de que genes com funções similares tendem a 
interagir. Por outro lado, alguns genes ficaram desconectados da rede. Isso é uma característica 
incomum. Pode indicar uma organização hierárquica da rede ou erros de montagem do 
transcriptoma. 
Essa rede mostrou um grande número de genes com poucas ligações e poucos genes 
com muitas ligações (hubs). Esses hubs possuem posição chave na rede e podem ser 
selecionados para estudos evolutivos, uma vez que eles podem ter aparecido primeiramente na 
rede. Essa característica é reforçada também por suas funções. Eles parecem estar intimamente 
ligados aos processos que fazem a modulação da rede como enzimas digestivas, transferases e 
genes de ligação a íons. 
Aglomerados pequenos enriquecidos com peptidases mostraram forte relação delas 
com genes de citocromo-c sintase e oxidase. Grande parte das peptidases são também hubs 
frisando a importância de seu papel na regulação da digestão. Alguns genes com expressão 
única em cada uma das raças diretamente relacionados a peptidases puderam ser identificados. 
As peptidases de uma mesma classe tenderam a ficar próximas e diretamente 
relacionadas, agrupadas na rede sugerindo que podem ter surgido por duplicação ou que 
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possuem fortes relações e podem ser até competitivas. Outros genes que possuem fortes 
relações com as peptidases são genes de desintoxicação, sinalização, lisozimas, e metabolismo 
de triptofano. 
A medida que o peso da pupa aumenta, um grande número de peptidases vai 
diminuindo sua expressão porque os insetos na fase de pupa não se alimentam ao contrário das 
larvas. Pode ser também que essa relação negativa do Peso da Pupa com algumas peptidases 
seja porque a inibição das peptidases causa uma menor possibilidade de obtenção energética e 
por isso, o peso da pupa é menor. Tempo para pupa e tempo para adulto tanto inibem quanto 
induzem uma grande quantidade de peptidases mostrando a diferenciação do conjunto de 
peptidases expressas durante o desenvolvimento do organismo. 
Houve uma divisão do conjunto de genes que são expressos nas duas raças quando 
cada planta é ingerida. As duas raças investem num conjunto parecido de genes quando são 
alimentadas com milho ou arroz, porém, o que faz a maior diferença entre elas é o quanto cada 
gene é expresso. 
Foram identificadas relações entre genes de funções específicas e condições 
impostas. Por exemplo, a dieta artificial induz a expressão de hexamerinas e com isso diminui 
o tempo para empupar. Já o aumento do peso da pupa causa inibição dessas hexamerinas, pois 
elas são induzidas na fase precedente ao estágio de pupa e são desnecessárias depois que o peso 
para empupar é atingido. As duas raças expressam genes com funções similares, mas cada uma 
tem seu conjunto específico de genes quando se considera os diferencialmente expressos. Dieta 
artificial e algodão são as que causam maiores interferências na rede. Algodão rico em gossipol 
induz a produção de monooxigenases, amilase e receptores mostrando o esforço do organismo 
para se adaptar e desintoxicar desse componente.
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